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Uber die enzymatische Synthese des Fructose- 
Zymophosphates. 


Von 


Hans vy. Euler und Folke Nordlund. 
(Mit 1 Figur im Text.) 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, Juli 1921.) 





Die Rolle der Phosphate bei der enzymatischen Zucker- 
spaltung ist trotz der mehrfachen Bearbeitung, welche dieses 
Thema in den letzten Jahren gefunden hat, noch in vieler 
Hinsicht unaufgeklirt. DaB die Bildung des Fructosediphos- 
phorsiureesters eine sehr wesentliche Phase des Zucker- 
abbaues im Tierkérper ausmacht, wird durch die grund- 
legenden Untersuchungen von Embden und seinen Mit- 
arbeitern immer deutlicher. Aber auch bei der Girungs- 
spaltung durch Mikroorganismen, besonders Hefen, kann man, 
wie der eine von uns mehrfach betont hat, schwerlich von den 
von Harden und Young gewonnenen Ergebnissen absehen 
und die Bildung von Fructosediphosphorsiureester als ein 
pathologisches Geschehnis betrachten. 

Wir kommen nun mit einigen Untersuchungen wieder 
auf das im hiesigen Laboratorium schon wiederholt bearbeitete ?) 
Gebiet zuriick, da hier Aufgaben liegen, welche nicht nur fir 





1) Euler u. Kullberg, Diese Zs. Bd. 74, 8S. 15 (1911); Euler u. 
Ohlsén, Biochem. Zs. Bd. 37, S. 313 (1911); Euler, Svanberg, 
Hallberg u. Branting, Diese Zs. Bd. 100, S. 208 (1917); Euler u. 
Heintze, Diese Zs. Bd. 102, S. 252 (1918); Euler, Biochem. Zs. Bd. 86, 
S. 337 (1918). 
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230 Hans vy. Euler und Folke Nordlund, 


die G&rungsvorginge in Betracht kommen, sondern von all- 
gemeiner Bedeutung fiir die Enzymchemie sind. 

Die eine der Fragen, welcher wir zunichst naher treten 
wollen, betrifft das Verhaltnis des enzymatischen Aufbaues 
zum enzymatischen Abbau des Zymophosphates. Hier ist 
nimlich noch nicht endgiiltig geklirt, in welchem Sinne ein 
enzymatisches Gleichgewicht vorliegt. Hatten wir es mit einer 
einfachen Umkehrung zu tun, so wiirde man versuchen, ohne 
Annahme von zwei Katalysatoren, einer Phosphatese und einer 
Phosphatase auszukommen. Da® es sich aber nicht um eine 
einfache Umkehrung handelt, geht schon daraus hervor, dab 
man bei der Synthese von reiner Glucose ausgehen kann, 
wihrend — wenigstens primir — bei der Spaltung in der 
Hauptsache Fructose gefunden wird. 

Das Zustandekommen von Synthesen und von Hydrolysen 
durch ein und dasselbe Enzympriparat ist nun allerdings 
schon in mehreren Fallen unzweifelhaft nachgewiesen worden, 
wenn es auch bis jetzt noch nicht gelungen ist, enzymatisch 
eingestellte Gleichgewichte mit solchen Gleichgewichten, die 
unter der EKinwirkung eines anorganischen Katalysators ein- 
getreten sind, quantitativ in Ubereinstimmung zu bringen. Wir 
haben uns im hiesigen Laboratorium nun die Frage vorgelegt, 
ob diese Unstimmigkeiten nicht durch Beriicksichtigung der 
Aziditat aufgeklart werden kénnen, bzw. wie sich die Ge- 
schwindigkeitskonstanten der beiden einander entgegengesetzten 
Reaktionen und damit die Gleichgewichte mit wechselnder 
Aziditat der Lésung verschieben. 

In ziemlich nahem Zusammenhang mit der Spezialisierung 
dieser Fragestellung auf den Verlauf der Zuckerspaltung steht 
das zweite Problem, mit dem wir uns beschiaftigen, nimlich 
die enzymatische Umwandlung der Zymohexosen. Es ist von 
einem von uns schon 6fters betont worden, daf eine der ersten 
Phasen der alkoholischen Girung der Glucose in der Um- 
wandlung dieser Hexose zu Fructose oder einem derselben 
sterisch nahestehenden Stoff bestehen diirfte. Der Isolierung 
des umwandelnden Enzyms muB nun um so mehr Aufmerksam- 
keit gewidmet werden, als auch die entgegengesetzte enzyma- 
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tische Umwandlung im pflanzlichen Organismus hiufig eintritt 
und im Pflanzenleben, besonders bei der Reifung der Samen 
und Friichte, eine wichtige Rolle spielt. Auch hier ist der 
Wechsel der Aziditét zum Teil ausschlaggebend. 

Da nach Hardens und Youngs Feststellung das von 
ihm entdeckte Co-Enzym fiir die Garung absolut notwendig 
ist, und da ferner sowohl die durch PreBsaft als die durch 
frische Hefe hervorgerufene Girung durch Co-Enzymzusatz 
beschleunigt wird, so haben wir durch einige vorliufige Ver- 
suche gepriift, ob die Reaktionsphase der Girung, welche in 
der Zymophosphatbildung besteht, eine Beschleunigung durch 
das Co-Enzym erfihrt. Die Beschleunigung, welche wir fest- 
stellen konnten {Versuch 1, S. 235), ist — wie hier gleich er- 
wihnt werden mag — sehr gering, was aber vielleicht darauf 
beruht, daB wir von vornherein sehr nahe am Co-Enzym-Maxi- 
mum der Wirkung waren; jedenfalls soll die Frage noch weiter 
verfolgt werden. 

Vor 10 Jahren haben Euler und Kullberg (l.c.) eine 
zwar verhiltnismiBig schwache, aber deutliche enzymatische 
Zymophosphatbildung durch frischen Hafer nachweisen kénnen. 
Wir sind auf diese Beobachtung wieder zuriickgekommen und 
haben im Anschlu8 daran Roggen in verschiedenen Stadien 
der Reife untersucht, um zu sehen, ob auch der Ubergang 
von Fructose- in Glucosereste, bzw. von linksdrehenden in 
rechtsdrehende Zucker und hdhere Kohlehydrate mit dem 
Phosphatumsatz in reifenden Samen zusammenhingt, oder ob 
das Isomerisieren der Hexosereste in diesen Fallen ganz un- 
abhingig von dem ziemlich reichlich anwesenden Phosphat ist. 
Unsere bis jetzt vorliegenden Versuche scheinen fir die letztere 
Alternative zu sprechen. Wir werden in einer folgenden Mit- 
teilung hierauf zuriickkommen. 

Wir haben nun zunichst den EinfluB der Aziditaét auf 
die Zymophosphatsynthese niher studiert. Wiahrend bei einigen 
friiheren Versuchen, die im AnschluB an Studien iiber alka- 
lische Girung angestellt worden waren, besonders die Aziditit 
Po = 8,5 mit der ,,natiirlichen Girungsaciditaét* verglichen 
wurde, haben wir diesmal das ganze in Betracht kommende 

16* 
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Azidititsbereich durchuntersucht, und zwar unter Wechsel der 
Zuckerarten (Glucose, Fructose, Maltose und Rohrzucker bzw. 
Invertzucker), und haben dazu sowohl frische als getrocknete 
Hefe verwendet. 


Versuchsbedingungen und Arbeitsmethoden. 


Da Oberhefen bekanntlich Zymophosphat nicht oder nur 
sehr wenig synthetisieren, kam fast durchweg unsere Unter- 
hefe H zur Anwendung. Unsere Versuchslésung hatte, sofern 
nichts anderes angegeben wird, folgende Zusammensetzung: 

20 g Zucker (Rohrzucker, Glucose oder Fructose), 

0,3 Mol. Kaliumphosphat (prim., sekund. oder Mischungen), 

110 cem Wasser | An { 110 cem Wasser 

1cem Toluol f l 10 cem 2,5°/,ige Phenollésung. 

Dazu kam 

10 g fein pulverisierte Trockenhefe 
oder 

80 g gewaschene und abgepreBte frische Hefe. 

Dieser Versuchsmischung wurden zur Verfolgung der 
Reaktion von Zeit zu Zeit Proben von je 5 ccm entnommen. 
Diese Proben wurden unmittelbar in je 5 ccm 2,5°/, ige Am- 
moniaklésung einpippetiert’); unmittelbar hierauf wurde die 
Hefe durch Filtration aus der Lésung entfernt und die ihr 
anhaftende Lésung wurde durch zweimaligen Zusatz von je 
5 com 2,5°/,ige Ammoniaklésung ausgewaschen. In dem mit 
der Waschfliissigkeit vereinigten Filtrat wurde das freie Phos- 
phat mit Magnesiamischung bei Zimmertemperatur ausgefallt. 
Die Fallung konnte sich etwa 12 Stunden lang absetzen; sie 
wurde dann in gewdhnlicher Weise in Mg,P,O, umgewandelt 
und gewogen. 

Die Giarungsgeschwindigkeiten wurden volumetrisch ge- 
messen; die Girungskélbchen waren in einen Thermostaten 
versenkt, der bei 30° erhalten wurde. Sie standen durch 


1) Bei den Versuchen, wo es nicht notwendig war, die Re- 
aktion durch Ammoniak zu hemmen, wurde statt mit Ammoniak mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen. 
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Kapillarréhren mit Quecksilberbiiretten in Verbindung und 
wurden bei Unterdruck geschiittelt, um Ubersittigung des 
Kohlendioxyds zu vermeiden. 

Um wihrend der ganzen synthetischen Reaktion die 
Aziditit der Lésung auf dem gleichen py-Wert zu _halten, 
wurde folgendermafen verfahren: 


1. Alkalische Lésungen, pg > 7. 


Die wihrend der Girung entwickelte Kohlensiiure wurde 
durch tropfenweisen Zusatz von konzentriertem Alkali zu der 
intensiv geriihrten Lisung stindig neutralisiert. Der Aziditits- 
grad wurde festgestellt durch Kinwirkung tropfenweise heraus- 
genommener Proben auf Reagenzpapier. Die Ausgangslésung 
wurde durch geeignete Mischung von primiirem und sekun- 
diirem Phosphat von vornherein auf die gewiinschte Aziditit 
eingestellt; Gesamtmenge des Phosphats, wie oben angegeben, 
0,03 Mol. Die Zugabe der Hefe zu einer solchen Lésung be- 
wirkte stets eine Zunahme der Aziditait, weshalb gleich am 
Anfang eine gewisse Menge Alkali zugegeben werden mubBte. 


2. Saure Lésungen im Gebiet py = 7 bis 5. 


Hierbei wurde die Lésung mit primirem Kaliumphosphat 
hergestellt. Dasselbe wurde durch Zusatz einer gewissen 
Menge Natriumbicarbonates in sekundares Phosphat verwandelt. 
Durch diesen Zusatz wurde die Liésung gleichzeitig mit CO, 
gesittigt. Die Aziditiit der Lésung konnte demgemi&B durch 
die wihrend der Girung entwickelte Kohlensiure nicht ver- 
indert werden. Die zugesetzten Bicarbonatmengen sind im 
folgenden angegeben entweder in Gramm NaHCO, per Kubik- 
zentimeter Wasser oder in Molen NaHCO, per Mol Kalium- 
phosphat. 


3. Saure Lésungen im Gebiet py = 5. 

In solchen Lésungen indert die Gairungskohlensaure die 
Aziditit der Lésung nicht, weshalb die Aziditit einfach durch 
die nach Sérensen hergestellte Phosphatmischung festgelegt 
werden konnte. 
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Die elektromotorischen Messungen der Aziditat geschahen 
bei Aziditaten py > 7 unter Sattigung der Elektrode mit 
strémendem Wasserstoff, bei Aziditiiten py —7 bis 5, unter 
gleichzeitiger Durchstrémung der Flissigkeit mit Wasserstoff 
und CO,. Dabei war die Elektrode von einem 1 cm weiten 
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Glasrohr umgeben, in welches der Wasserstoff eingeleitet wurde, 
so daB die Elektrode mit Wasserstoff gesittigt blieb, wahrend 
durch die iibrige Lésung ein starker CO,-Strom geschickt 
wurde, so da8 die Lésungen trotz des Wasserstoffstroms an 
CO, gesittigt blieben. 

Die Azidititsmessungen geschahen auBerdem noch nach 
der Indikationsmethode. Folgende Indikatoren kamen zur 
Anwendung. 
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Indikator Py-Gebiet Umschlagsfarbe i 
Dibrom-o-kresolsulfophthalein Kresolpurpur 5,2—6,8 gelb—purpur r 
Dibromsulfophthalein . . . 6,8—7,6 gelb—blau i 
o-Kresolsulfophthalein . . . Kresolrot 7,2—8,8 gelb—rot i 
Phenolphthalein (als Papier). etwa 9 farblos—rot ii 
Thymolsulfophthalein . . . Thymolblau 8,0—9,6 gelb—blau i 

Versuche. 


Versuchsreihe A. LEinfluB von Co-Enzym und Aciditat. 
Rohrzucker; Unterhefe H, Darst. 1; Toluol. 


Versuch 1. 





Bei diesem bei pg = 5 angestellten Versuch wurde gleich- 
zeitig die Kinwirkung des Co-Enzyms auf die Phosphatbindung 
studiert. 

Die Co-Enzymlésung wurde bereitet durch dreistiindige 
Digerierung von 5g trockener Oberhefe mit 100 ccm Wasser 
bei 80°. Dabei wird die Zymase vollstindig inaktiviert, wih- | 
rend das Co-Enzym noch aktiv bleibt. Zu 100 ccm der obigen 
Standardlésung S. 4 wurden 10 ccm dieser Co-Enzymlésung 
bzw. 10 com Wasser zugegeben. 


x terete ante’ He plea 
Pa ee ee 7 











Minuten mg Me,P,0, si 4 
ohne Co-Enzym | mit Co-Enzym t 

0 116 116 ! 
60 107 | 106 f 
90 90 | 82 } 
120 72 | 67 4 
150 61 56 4 
180 56 | 49 4 
210 47 | 37 | 
240 42 32 | 
270 33 | 24 
300 28 | 20 i, 
330 19 14 | 
360 13 | 11 ‘| 





Der beschleunigende KinfluB des Co-Enzyms ist zwar 
merkbar, aber im vorliegenden Versuch nicht grob, etwa 25°/, 
der Reaktionskonstanten. 
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Kin ergiinzender Versuch, auf dessen Wiedergabe wir 
hier der Raumersparnis halber verzichten, zeigte, daB bei der 
Phosphatbindung die Aziditét der Lésung ein wenig, von 
Pu = 5,05 bis 4,96 gestiegen ist. 


Versuch 2. 

Aziditat: py, = 5,5 bis 6. Die Aziditit wurde eingestellt durch 
Zusatz von 0,0082 g NaHCO, per Kubikzentimeter; ein Parallelversuch 
ergab py = 5,83. 

Minuten 0 60 120 180 240 300 
mg Mg,P,0, 121 = 71 6 3 2 2 


Versuch 38. 
Aziditit: p), = 6,34, wurde eingestellt mit 1 Mol. NaHCO, (Kresol- 
purpur und Dibromsulfophthalein). 


Minuten 0 30 60 120 180 
mg Mg.P,0,; 109 52 14 2 2 


Versuch 4, 
Aziditit: py = 6,7, eingestellt mit 1'/, Mol. NaHCO, mittels Di- 
bromsulfophthalein. 
Minuten 0 60 120 240 300 
mg Mg,P.0, 136 52 5 4 0 


Versuch 5. 
Aziditit: py = 6,8 bis 7,7, durch Alkalizusatz geregelt und elektro- 
metrisch sowie mittels Dibromsulfophthalein gemessen. 


Minuten 0 60 120 180 
mg Mg.P,0, 118 71 7 (7) 


Versuch 6. 
Aziditaét: py = 7,5 bis 8,5, durch Alkalizusatz geregelt und mittels 
Kresolrot bestimmt. 


Minuten 0 60 120 180 240 
mg Mg,P.0, 122 113 54 16 2 


Versuch 7. 


Aziditit: py = 8,8 bis 9,3, durch Alkalizusatz geregelt und elektro- 
metrisch sowie mittels Phenolphthalein bestimmt. 


Minuten 0 60 120 180 240 300 860 
mg Mg,P,0, — 118 122 115 118 117 122 
PH a a a ee 
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Versuch 8. 


Aziditit: p, = 10, elektrometrisch sowie mittels Thymolblau be- 


stimmt. 
Minuten 0 30 60 120 180 300 360 480 1320 
mg Mg,P,0, 103 103 99 103 107 105 106 £108 103 
Pu ~—— — 9,62 = 9,74 10,04 bean 10,0 — 


Versuchsreihe B. Lebende Hefe. 
Rohrzucker, Toluol. 


Versuch 9. 


Aziditat: py = ca. 6, eingestellt mit 0,009 g NaHCO, per Kubik- 
zentimeter, elektrom. bestimmt zu 5,91. 


Minuten 0 60 105 240 300 1260 
ing Mg.P,O0, 111 110 105 52 25 8 
Versuch 10. 
Aziditat: py = ca. 6,5, eingestellt mit 1 Mol. NaHCO,, gemessen 
mittels Kresolpurpur und Dibromsulfophthalein. 
Minuten 0 60 150 270 
mg Mg.P,0, 109 47 2 2 
Versuch 11. 
Aziditiit: py = 7,5 bis 8,5, gemessen mittels Kresolrot. 
Minuten 0 60 120 180 240 300 
mg Mg,P,0, 112 101 84 46 7 4) 
Versuch 12. 
Aziditiit: py = 9, gemessen mittels Phenolphthalein. 


Minuten 0 150 300 1500 
mg Mg,P,0, 99 94 91 86 


Versuchsreihe C. Einflu8 der Phosphatkonzentration. 
Trockene Unterhefe; Rohrzucker. 


Versuch 13. 


Versuchslésung: 10 g Rohrzucker. 
100 cem 0,6 n. Phosphatlésung. 
10 eem Wasser + 1 ccm Toluol. 
10 g trockene Unterhefe. 
Minuten 0 360 
mg Mg,P,0, 237 184 
Py 5,0 5,0 
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Versuch 14. 


Versuchsloésung: 20g Rohrzucker. 
100 cem 0,6 n. Phosphatlésung. 
5g NaHCO,. 
10 ecm Wasser + 1 ccm Toluol. 
10 g trockene Unterhefe. 


Minuten 0 60 120 180 225 300 360 420 
mg Mg,P,0, 268 218 121 42 26 5 4 14 
Pu 6,5—7,0 


Versuch 15. 
Versuchslésung: 10 g Rohrzucker. 
7,953 g KH,PO, + 4,912 ¢ NaHCO,. 
110 cem Wasser + 1 cem Toluol. 
10 g trockene Unterhefe. 


Minuten 0 60 120 180 240 360 420 1320 2760 
mg Mg,P,0, 268 230 119 93 111 150 169 247 264 
Py I—- —- — waa ~ si 


Die Phosphatkonzentration ist hier fquivalent mit der Hexose- 
konzentration nach der Harden-Youngschen Girungsformel. 


Versuch 16. 
Versuchslésung wie in Versuch 15, aber ohne Toluol. 
Minuten 0 60 120 180 240 300 420 480 13880 
mg Mg,P,0, 229 222 121 80 95 127 154 166 287 
Pa a 7 64 — as 


Versuch 17. 
Versuchslésung wie in Versuch 15, aber unter Zusatz von 0,25 g 


Phenol. ; 
Minuten 0 60 120 180 240 300 480 1380 
mg Mg,P,0, 254 230 194 162 98 102 129 283 


Pu 67 — 66 — — 68 625 — 


Versuchsreihe D. EinfluB von Toluol und Phenol. 


Versuchslésungen: Normalversuch siehe 8.4. Rohrzucker. Hefe I. 


a) Versuch 18. Kein Antisepticum. 
Minuten 0 30 60 120 240 300 1260 
mg Mg,P,0, 122 64 9 3 4 3 43 
Py 6,4 wees eee es ioe: pees nade 
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b) Siehe Versuch 3, 8. 8. Toluol. 
ce) Versuch 19. Phenol. 


Minuten 0 30 60 120 240 1200 
mg Mg,P,0, 125 109 42 2 3 5 
Pu s. -~ os a 


Versuchsreihe E. Einfiu® der Aziditat bei Versuchen 
mit Glucose. 
Als Antisepticum Phenol. 


Versuch 20. 


Versuchslésung: Siehe 5. 4. 


Minuten 0 60 120 180 240 360 480 = 1800 
mg Mg,P,0, 124 121 109 97 80 49 ~ 33 38 
Pr ae Hee - —- — 4,9 4,9 


Versuch 21. 


Versuchslésung siehe S. 4. 


Py = 5,6, eingestellt mittels 0,008 g NaHCO, per Kubikzentimeter. 


Minuten 0 30 60 120 290 315 
mg Mg.P,0, 122 119 100 63 6 — 
Pu s—- — 54 — 5,2 


Versuch 22. 
Versuchslésung siehe S. 4. 


Po = 6,3, eingestellt mittels 1 Mol NaHCQ,. 


Minuten 0 30 60 120 180 815 
mg Mg,P,0, 126 116 100 16 4 4 
PH 63 — —_ 6,1 — — 


Versuch 23. 


Versuchslésung: 10 g Glucose + 50 com Wasser. 
50 cem 0,3 n. KH,PO,-Lésung 
(2,04 g KH,PO, + 50 ccm H,0). 
1,89 g NaHCO,. 
5 cem 2,5 °/, Phenollésung. 
Dazu 5g trockene Unterhefe. 


Minuten 0 60 120 180 240 300 
mg Mg,P,0, 127 122 119 86 2 2 
Pu a ce _ 645 — 
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Versuch 24, 
Versuchslésung wie Versuch 23 nur 2,5 g NaHCO, statt 1,89 g. 
Py = 7, eingestellt mittels 2 Mol NaHCO,. 


Minuten 0 120 240 300 360 
mg Mg,P,0, 119 114 119 119 113 
PH 7,0 sa a —, — 6,9 


Versuch 25. 
Versuchslésung siehe 8S. 4. — py, = 8,0—8,7, eingestellt mittels Alkali 
und kontrolliert mittels Kresolrot. 


Minuten 0 120 180 240 360 
mg Mg,P,0, 128 128 131 127 123 


Versuchsreihe F. Zymophosphatbildung mit Glucose 
und Rohrzucker. 
Versuchslésung: 10g Zucker. 
50 cem 0,3 n. KH,PO,-Losung. 
2,52 g NaHCO,. 
5 cem 2,5 °/, Phenollésung. 
Dazu 5 g trockene Unterhefe. 


Versuch 26a. Rohrzucker. 


Minuten 0 60 120 180 240 300 
mg Mg.P,0, 120 112 62 2 2 3 
Pa 6,96 — — — se 6 
Versuch 26b. Glucose. 
Minuten 0 120 300 360 
mg Mg,P,0, 119 114 119 113 
Pr 7,0 — — 6,9 


Einflu8 der Aziditat bei Versuchen mit Fructose. 
Unterhefe II. Bei allen Versuchen py, elektrometrisch bestimmt. 


Versuchslésung: 10g Fructose. 
50 cem 0,3 n. KH,PO,-Liésung. 
x g NaHCO,. 
5 cem 2,5 °/, Phenollésung. 
Dazu 5 g trockene Unterhefe. 


Versuch 27. 


Py = 5,7, eingestellt mittels 0,008 g NaHCO, per Kubikzentimeter. 
Minuten 0 60 120 180 
mg Mg,P,0, 116 90 16 3 
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Versuch 28, 
Py = 6,5, eingestellt mittels 1 iquiv. NaHCO, per aiquiv. KH,PQ,. 
Minuten 0 60 120 180 
mg Mg,P,0, 117 88 4 2 


Versuch 29. 


Py = 6,7, eingestellt mittels 1,5 iquiv. NaHCO, per aiquiv. KH,PQ,. 
Minuten 0 60 120 180 
mg Mg,P,0, 124 92 5 3 


(Vergleiche den Beginn der Reaktion in diesem Versuch mit 
demjenigen in Versuch 23.) 


Vergleich zwischen Hexosen (Fructose, Glucose und Galactose) 


und Biosen (Maltose und Lactose). 


Versuchslésung: 10g Zucker. 
50 ccm 0,3 n. KH,PO,-Loésung. 
1,26 g NaHCQ,. 
5 ecm 2,5 °/, Phenollésung. 
Dazu 5 g trockene Unterhefe. 


A. Unterhefe I. 


Versuch 30a. Fructose. 


Minuten 0 30 60 120 180 240 
mg Mg.P,0, 129 121 85 2 1 3 
PH oc _ sos ~< 6,2 
Versuch 30b. Glucose. 
Minuten 0 30 60 120 180 315 
mg Mg,P,0, 126 116 100 16 4 4 
Py 63  — ~ i — — 


B. Unterhefe II. 
Versuch 381. 


Versuchslésung: 12 g Zucker | 
50 cem 0,3 n. PO,-Liésung 


5 ecem 2,5 °/, Phenollisung | ill 
Dazu 5 g trockene Unterhefe I 
a) Glucose. 
Minuten 0 30 60 120 180 
mg Mg,P,0, 135 120 81 3 0 
b) Galactose. 
Minuten 0 30 60 120 180 


mg Mg,P,0O, 138 128 117 120 102 
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c) Maltose. *) 


Minuten 0 30 60 120 180 
mg Mg,P,0, 129 120 99 37 8 


d) Lactose. 


Minuten 0 80 60 120 240 
mg Mg,P,0, 136 138 130 _ 129 


Versuch 32a. Siehe Versuch 28. 


Versuch 32b. Glucose. p,, = 6,5. 
Minuten 0 30 60 90 120 180 
mg Mg,P,0, 122 120 109 87 57 2 
SchlieBlich mag hier noch bemerkt werden, dab auch 
wieder einige Versuche mit Oberhefe SBII ausgefiihrt wurden, 
und zwar ein Parallelversuch zu Versuch 1 (S. 7) und ein 
Parallelversuch zu Versuch 3 (S. 8). Unter den dort an- 
gegebenen Bedingungen wurde in 17 Stunden 6°/, der theore- 
tisch méglichen Menge (Versuch 1b) bzw. 0 °/, verestert. Damit 
haben sich frithere im hiesigen Laboratorium erhaltene Re- 
sultate bestitigt. ”) 


Versuch 33. Einflub der Temperatur. 

Versuchslésung: 10 g Glucose, 5 cem 2,5 °/, Phenollésung. 

2,04 g KH,PO, 50 cem Wasser. 
1,26 g NaHCO, 5 g trockene Unterhefe. 

Das Phosphat wurde in 25 com Wasser gelést, die Lésung 
wurde mit einem Teil des Bicarbonats auf py = 6,5 gebracht 
und in dieser Lésung wurde die Hefe aufgeschlimmt. 

Drei Parallelversuche wurden angestellt. Im ersten wurde 
die Hefeaufschlimmung bei 20° gehalten, im zweiten Versuch 
1/, Stunde lang auf 45°, im 3. Versuch 3/, Stunde lang auf 
50° erhitzt. 

Hierauf wurden die Hefeaufschlammungen zu der iibrigen 
Lésung (10 g Glucose in 25 ccm Wasser + 5 ccm Phenol- 
lésung, Py = 6,5) gefiigt. Die Resultate folgen: 





1) Vgl. hierzu Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 105, S. 187 
(1919). Auf das Produkt dieser Veresterung werden wir demniichst 
zurickkommen. 

*) Vel. Euler, Biochem. Zs. Bd. 86, S. 887 (1918). 
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mg Mg,P,0, 
Stunden a 

20° | 40° | 45 ° 50° 
0 122 120 118 | 113 
0,5 120 107 110 107 
1 109 85 93 98 
1,5 87 57 68 | 73 
2 57 10 48 | 62 
3 2 3 2 | 3 








Die Temperaturstabilitit der Phosphatese ergibt sich beim 
Arbeiten mit frischer oder getrockneter Hefe etwas anders, als 
wenn man — wie dies Euler und Ohlsén getan haben — den 
Hefenextrakt erhitzt. Hier erwies sich die Aktivierung durch 
halbstiindiges Erhitzen auf 45° gering, bei 50° trat — vielleicht 
infolge von Schutzwirkungen — noch keine Inaktivierung ein. 





Auf die Kinetik der Zymophosphatbildung wollen wir in 
der Fortsetzung dieser Arbeit zuriickkommen; der Reaktions- 
verlauf ist bei der optimalen Aziditaét nicht derselbe, wie der 
bei fritheren Versuchen’) beobachtete, wo die Aziditét nicht 
konstant gehalten wurde. 


Zusammenfassung. 

Die im vorstehenden angegebenen Versuche iiber die 
Aziditatsfunktion der Zymophosphatsynthese kénnen wir zu- 
sammenfassen, indem wir durch Interpolation die Zeiten fest- 
stellen, welche erforderlich sind, um — bei vergleichbaren 
Versuchsbedingungen — die Hilfte des anwesenden Phosphates 
zu binden. Es ergeben sich dann umstehende Tabellen. 

Als Azidititsoptimum der enzymatischen Zymophosphat- 
bildung durch Unterhefe kénnen wir also py = 6,2 bis 6,6, 
Mittel 6,4 angeben, und zwar stimmt dieses Gebiet angenihert 
fiir alle untersuchten Zuckerarten iiberein. Im iibrigen scheint 
aber die Aziditiitskurve fiir Fructose anders zu verlaufen als 
diejenige fiir Glucose. 





1) Euler, Svanberg, Hallberg u. Brandting, Diese Zs. Bd. 100, 
S. 208 (1917). 
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Pr Stunden ¢ 100:¢ 

Rohrzucker; 'Trockenhefe 5,0 2,9 34 
5,8 1,1 96 

6,3 0,5 200 

6,7 0,8 126 

1,3 1,2 83 

8,0 1,7 59 

9,0 —_ 0 

10,0 “ 0 

Rohrzucker; frische Hefe 5,9 3,9 26 
6,5 1,0 100 

8,0 2,9 34 

9,0 ns 0 

Glucose 5,2 5,1 20 
5,6 2,0 50 

6,3 1,4 11 

6,8 3,2 31 

7,0 6—22 5—17 

Fructose 6,7 1,4 71 
6,5 1,3 17 

6,7 1,4 71 











Es verdient bemerkt zu werden, daB das gefundene 
Optimalgebiet 6,4 noch innerhalb desjenigen liegt, welches 
Kuler u. Heintze’) fir die Gesamtgirung (CO,-Entwicklung) 
festgestellt haben, nimlich 4,5 bis 7,0. Andererseits liegt die 
Optimalwirkung der Saccharase viel mehr auf der sauren Seite, 
nimlich um py = 4. Bei py = 7 betraigt die Saccharase- 
wirkung nur mehr ein Drittel der optimalen. Es kénnte auf- 
fallen, daB dieser Umstand bei unseren Vergleichen zwischen 
der Veresterung des Rohrzuckers und der Glucose nicht zum 
Ausdruck kommt; indessen ist hier zum Teil der Rohrzucker kurz 
in Berithrung mit der Hefe gewesen, bevor die Aziditat eingestellt 
war. Man kénnte sonst an eine Veresterung des Rohrzuckers 
denken, wie sie tatsichlich bei der Maltose einzutreten scheint. 





) Euler und Heintze, Diese Zs. Bd. 102, S. 252 (1918). 








Beitrige zur Theorie der Kolloidreaktionen im Liquor 
cerebrospinalis. 


Von 


Philipp Ellinger. 


tenia 


{Aus der wissenschaftlichen Abteilung des Instituts fir experimentelle Krebsforschung, 
Heidelberg (Direktor: Professor Dr. Hans Sachs).] 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1921.) 


Neben den einfachen EKiweiffillungsreaktionen und den 
serologisch - biologischen Untersuchungsmethoden haben im 
letzten Jahrzehnt fiir die Liquordiagnostik die sog. Kolloid- 
reaktionen, d. h. die Untersuchung der Cerebrospinalfliissigkeit 
mit lyophoben Solen in Elektrolytgegenwart eine besondere 
diagnostische Bedeutung gewonnen. Zeitlich und auch ihrer 
Verbreitung nach an der Spitze steht die von Lange’) im 
Jahre 1912 eingefiihrte Goldsolreaktion. Die Untersuchungen 
Langes gehen in ihrem Ursprung auf Versuche Zsigmondys?) 
zuriick, der im Jahre 1901 feststellen konnte, daB EiweiB- 
substanzen in der Lage sind, die Ausflockung von Goldsol 
durch Natriumchloridlésung zu verhindern. Zsigmondy fihrte 
den Begriff des Goldschutzes ein und nannte Goldzahl die 
Anzahl Milligramme einer Substanz, die notwendig ist, um 
10 ccm einer Goldlésung vor der Ausflockung durch 1 ccm 
10°/,ige Kochsalzlésung zu schiitzen. 


Die ersten, die von dieser Tatsache fiir biologische Untersuchungen 
Gebrauch machten, waren Axenfeld’) und Breecia.‘) Sie beobach- 





') C. Lange, Berl. klin. Woch. Bd. 49, H. 19 (1912) u. Zs. f. Chemo- 
therapie Bd. 1, H. 1 (1912). 

*) Zsigmondy, Zs. f. analyt. Chem. Bd. 40, 8. 697 (1901). 

8) D. Axenfeld, Zbl. f. Physiol. Bd. 22, S. 727 (1908). 

‘) G. Breccia, Gazz. Osp. Bd. 30, S. 1594 (1910) u. Zbl. f. Physiol. 
Bd. 24, S. 253 (1910). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 17 
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teten bei tierischem Gewebe und Korperflissigkeiten die Wirkungen auf 
Kollargolverdiinnungeu von bestimmter Konzentration und stellten fest, 
daB einzclne Gewebe imstande waren, Kollargol zu flocken und andere 
nicht. Bemerkenswert scheint vor allem die Méglichkeit der Unter- 
scheidung von afferenter und efferenter Nervensubstanz. 


Im Jahre 1912 versuchte Lange') mittels der Zsigmondyschen 
Goldzahl im Serum von Normalen und syphilitisch Erkrankten Unter- 
schiede im Goldschutz festzustellen. Die Versuche miBlangen. 


Als er aber seine Untersuchungen auch auf die Lumbalfliissigkeit 
ausdehnte, konnte er beobachten, da8B Liquor von luischen Erkrankungen 
des Zentralnervensystems in bestimmten (geringen) Verdiinnungsgraden 
das hochrote Goldsol zu entfiirben in der Lage ist, wiihrend Liquoren 
von Meningitiden in anderen (stirkeren) Verdiinnungszonen eine Fiillung 
des Soles hervorrufen. Normaler Liquor liBt dagegen das Goldsol 
véllig unverindert. Als Verdiinnungsmittel der Lumbalfliissigkeit wiihlte 
er eine 0,4°/,ige Kochsalzlésung, die einerseits die Ausfillung der Glo- 
buline und Nucleoproteide, wie sie bei Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser stattfindet (Klaussnersche Reaktion), verhindert, die aber 
andererseits fiir sich allein auch im Goldsol von hoher Empfindlichkeit 
keine Elektrolytfillung hervorruft. Er kam weiter zu dem SchluB, daB 
die verschiedenen syphilitischen Erkrankungen des Zentralnervensystems 
und auch diejenigen im Sekundirstadium der Lues der Intensitit nach 
fiir sich charakteristische Kurven geben, ebenso wie er auch einzelne 
Meningitiden an dem Grade der Farbenverinderungen unterscheiden zu 
kénnen glaubte. Dabei brachte er seine Resultate in ein Koordinaten- 
system, in dem auf der Abszisse der Verdiinnungsgrad, auf der Ordinate 
der Grad der Farbverinderung aufgezeichnet wird, und gelangte so zu 
charakteristischen Kurven, in denen er zwischen einer ,,Lueszacke“ und 
»Meningitiszacke“ unterscheidet. 


Die Angaben Langes sind im allgemeinen .durch zahl- 
reiche Untersuchungen bestiitigt worden. Wenn es sich auch 
hier eriibrigt, auf die klinische Bedeutung der Goldsolreaktion 
im einzelnen einzugehen, so darf doch als gesichertes Ergebnis 
hervorgehoben werden, daB sich mit dieser Kolloidreaktion 
zwei Flockungstypen bei den Liquoren sicher feststellen lassen, 
die sog. ,,.Lues- bzw. Paralysezacke“ bei gréBeren Konzentra- 
tionen und die ,,Meningitiszacke“ bei starkeren Verdiinnungen. 


Schwierigkeiten in der Darstellung des Goldsols fiihrten 
zur Kinfithrung anderer lyophober Kolloide. So gaben Ema- 





1) C. Lange, a, a. O. 
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nuel?) die von Jacobsthal und Kafka?) modifizierte Mastix- 
reaktion, Guillain, Laroche und Lechelle’) eine Reaktion 
mit Benzoeharzsol, Bechold und Kirchberg‘) das Sol des 
Berliner Blau und endlich Luers®) das Kongorubin als Reagenz 
an. Wenn auch bei der Darstellung dieser Lisungen nicht 
die gleichen Schwierigkeiten wie bei der Darstellung des Gold- 
sols zutage treten, so bereitet doch die mangelnde Méglichkeit, 
Sole von gleicher Empfindlichkeit gegeniiber Elektrolyten und 
Liquorwirkung herzustellen, neue Hindernisse. Es diirfte 
daher einen Fortschritt bedeuten, daB Stern und Poensgen®) 
das Kollargol als Reagenz angegegeben haben, wenn auch 
die von ihnen angegebene Anordnung, die sie den Vorschriften 
Langes nachbildeten, nicht zu hinreichend empfindlichen und 
spezifischen Resultaten fiihren diirfte. 

Von dem Wunsche ausgehend, ein Sol zu benutzen, dessen 
kolloidale Lésung stets gleich elektrolytempfindlich und von 
gleicher kolloidaler Beschaffenheit reproduzierbar ist, habe auch 
ich, unabhingig von Stern und Poensgen, das Kollargol von 
Heyden angewandt, 

Die von mir auf Grund eingehender Untersuchungen fest- 
gestellten optimalen Bedingungen fiihrten zu einer Anordnung, 
iiber die ich an anderer Stelle’) berichtet habe. Es gelang 
mir, in allen den Fallen ein positives Ergebnis zu erzielen, 
in denen auch die Wassermannsche Reaktion positiv ausfiel. 
Bei negativer Wassermannscher Reaktion waren auch die 
Resultate der Kollargolreaktion fast durchgingig negativ. 
Meine Anordnung unterscheidet sich von der Stern-Poens- 





1) Emanuel, ‘Berl. klin. Woch. Bd. 52, S. 792 (1915). Literaturzu- 
sammenstellung iiber Kolloidreaktionen bei Eskuchen. Dt. Zs. Nerv. Bd. 
63, S. 1 (1918) und ,,Die Lumbalpunktion“, Urban und Schwarzenberg 1919. 

2) Jacobsthal u. Kafka, Berl. klin. Woch. Bd. 53, 8S. 98, 327 
(1916); Bd. 55, Nr. 11 (1918). 

8) G. Guillain, G. K. Laroche u. Lechelle, C. R. des séances 
de la soc. de biol. Bd. 83, S. 1077 (1920). 

‘) Kirehberg, Arch. f. Psychiatr. u. Nervenh. Bd. 57, 5. 1 (1917). 

5) Luers, Kolloidzs. Bd. 27, S. 177 (1920). 

6) Stern u. Poensgen, Berl. Klin. Woch. Bd. 57, S. 272, 303 (1920). 

7) Ph, Ellinger, Berl. Klin. Woch. Bd. 58, S. 1001 (1921). 
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genschen durch verinderte Salzkonzentration und durch andere 
Kollargolkonzentrationen und -mengen. Wahrend nimlich bei 
den niedrigen Salz- und Kollargolkonzentrationen, die Stern 
und Poensgen benutzten, nicht selten Wassermann- positive 
Liquoren keine Flockung oder Triibung zeigten, wiesen Wasser- 
mann-negative Liquoren, namentlich solche mit erhéhtem Ki- 
weibgehalt, mitunter eine unspezifische Farbtriibung auf. 

Aus meinen Versuchen ging hervor, daB héherer Koch- 
salzgehalt die Flockungsintensitat verstirkt, wihrend 
eine Erhéhung der Kollargolkonzentration unspezifi- 
sche Ausflockungen vermeidet. Kin gewisser theoretischer 
Vorteil der von mir gewahlten Anordnung besteht ferner darin, 
daB sie Kochsalzkonzentrationen anwendet, die schon ohne 
Zusatz der Liquorkolloide auf das Metallsol eine flockende 
Wirkung ausiiben. Es ist somit méglich, nebeneinander 
Schutzwirkung und Flockungswirkung zu beobachten, waihrend 
die Goldsolreaktion in der Langeschen Anordnung lediglich 
Flockungswirkung erkennen liBt. Giinstig fiir eine Beurteilung 
der Versuche war auch der Umstand, daB sich verschiedene 
Flockungstypen deutlich voneinander abgrenzen lieBen: eine 
auBerordentlich feine grauschwarze Flockung, die lediglich 
auf Elektrolytflockung zuriickzufihren ist, eine etwas grob- 
kérnigere, unter dem Einflu8 der Liquorwirkung entstandene 
rotbraune und eine ganz grobe, ebenfalls rotbraun gefirbte, 
die sich bei der spiter zu erérternden Ausflockung der Eu- 
globulinfraktion des Serums zeigte. 

Die eben geschilderten einfachen und iibersichtlichen Ver- 
hiltnisse bei der Kollargolreaktion veranlaBten mich, Unter- 
suchungen hinsichtlich der theoretischen Unterlagen der Re- 
aktion anzustellen. Dabei wurden vergleichsweise auch Unter- 
suchungen mit der Goldsolreaktion angestellt, um feststellen zu 
kénnen, ob beide Reaktionen auf gleichen Grundlagen beruhen. 

Methodisch ging ich dabei so vor, daB ich die Kollargolreaktion 
sowohl mit absteigenden Liquormengen wie auch mit absteigenden 


Kollargolmengen anstellte, in den Anordnungen, wie sie bereits an 
anderem Orte’) beschrieben sind. 





1) Ph. Ellinger, a. a. O 
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Die eine Anordnung war so, dab 0,5 cem des mit 2°/) iger Koch- 
salzlésung auf 1:10 verdiinnten Liquors mit 0,5 eem einer Kollargol- 
lésung in destilliertem Wasser von absteigender Konzentration gemischt 
werden; es werden Kollargolkonzentrationen von 0,2, 0,1, 0,05, 0,04, 
0,03 und 0,02°/, angewandt, die jeweils kurz vor dem Versuch aus einer 
10°/, igen Stammlésung hergestellt werden. Bei der zweiten Anordnung 
wird so vorgegangen, daB je 0,5 ccm einer 0,1°/, igen Kollargollésung 
zu folgenden absteigenden Liquorverdiinnungen in 2°/, iger Kochsalz- 
lisung zugesetzt werden: 0,5 cem 1/4, "/s, 4/16) */39) */¢4 Liquor; in ein 
sechstes Réhrchen fillt man zur Kontrolle 0,5 ecem 2°/, ige Kochsalz- 
lésung. Bei negativem Ausfall bleiben die ersten Réhrchen klar, wih- 
rend in den letzten sich die Elektrolytfillung geltend macht, erkenntlich 
an einer grauschwarzen Triibung der Fliissigkeit, die sich nach einiger 
Zeit als Schlamm zu Boden setzt. Bei positivem Ausfall tritt in den 
ersten Réhrehen, und zwar in beiden Anordnungen in der Regel zu- 
nichst im zweiten, schon unmittelbar nach dem Mischen eine Triibung 
auf, der nach etwa 30 Minuten eine deutliche Flockung folgt; nach 
2—3 Stunden haben sich die Flocken zu Boden gesenkt; sie sind mittel- 
grob, rétlichbraun. Das angewandte Goldsol stellte ich nach den An- 
gaben Oetikers') durch Reduktion von Goldchlorid in sodaalkalischer 
Lésung mit Traubenzucker bei 90° her. Die Reaktion wurde in der 
Langeschen Anordnung angestellt, d.h. es werden je 2,5 cem Goldsol 
zu 0,5 ecm mit 0,4°/,iger Kochsalzlésung verdiinntem Liquor in ab- 
steigenden Verdiinnungen versetzt. 

Uber die theoretischen Unterlagen der Kolloidreaktionen be- 
stehen zurzeit noch manche Unklarheiten. Wihrend Lange ebenso 
wie EKicke*) glaubt, die Flockung auf Globuline und Nucleo- 
proteide, unter Umstiinden auch auf Albumosen zuriickfiihren zu 
miissen und das flockende Moment im wesentlichen in dem Ver- 
hiiltnis der Globuline zu den Albuminen im Liquor sieht, bestreitet 
Zaloziecki'’) das Vorkommen von Albumosen in der Spinalfliissig- 
keit iiberhaupt und glaubt, die Ausflockung als Folge veranderten 
Salzgehaltes bzw. als Immunititsreaktion ansehen zu miissen.*) 

1) G. Oetiker, Zs. klin. Med. Bd. 82, S. 235 (1915). 

2) G. Eicke, Miinch. med. Woch. H. 49 (1913). 

5) G. Zaloziecki, Zs. Nervenheilk. Bd. 47/48, S. 783 (1913). 

*) DaB der Salzgehalt keine maBgebende Rolle spielen kann, geht 
aus der Tatsache hervor, daB in der Mehrzahl der Liquoren nach un- 
verdffentlichten eigenen Untersuchungen der Elektrolytgehalt um héchstens 
10°/) schwankt, wihrend selbst eine Erhéhung der Elektrolytkonzentra- 


tion von mehreren hundert Prozent nicht imstande ist, eine unspezifische 
Ausflockung hervorzurufen. 
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Zu dem SchluB, daB es sich um Immunitiatsreaktion han- 
delt, kommt auch Spit,!) und zwar im wesentlichen auf Grund 
theoretischer Betrachtungen. Er stellte auch dahingehende Ver- 
suche an, indem er einesteils im Anschlu8 an Untersuchungen 
von Toyosumi’) den vermuteten luischen Antikérper aus dem 
Liquor durch Digerieren mit gekochter Meerschweinchenleber 
entfernte, andererseits die flockenden Substanzen aus Syphilis- 
serum durch Behandlung mit gekochter Meerschweinchenleber 
bei 37° eliminierte und sie dann bei 42° in Kochsalzlésung ab- 
sprengte. Allerdings gab auch nichtluisches Serum die gleiche 
Reaktion in abgeschwichtem MaBe. Rote Blutkérperchen waren 
hingegen nicht imstande, die Ausflockungssubstanzen zu entfernen. 

Ich habe entsprechende Versuche mit Tierkohle ausgefiihrt 
und komme zu dem gleichen Resultat. Durch Behandlung 
von Liquor mit positiver Kollargolreaktion mit Tierkohle war 
es modglich, die flockenden Substanzen vollkommen zu entfernen. 
Ebenso wurde Serum von Syphilitikern und Nichtsyphilitikern 
1 Stunde mit Tierkohle bei 37° stehen gelassen und 3/, Stunde 
in der Schiittelmaschine geschiittelt. Die Kohle wurde ab- 
zentrifugiert und so lange mit physiologischer Kochsalzlésung 
gewaschen, bis der Abgu8 mit Kollargol keine Flockung mehr 
ergab. Sodann wurde die Kohle 1 Stunde bei 42° mit physio- 
logischer Kochsalzlésung digeriert, abzentrifugiert und mit dem 
filtrierten Abgu8 die Kollargolreaktion angestellt. Das Resultat 
zeigt Tabelle 1. Sowohl die Absprengungsflissigkeit 
von Wassermann-positivem wie auch von Wassermann- 
negativem Serum ergaben positive Kollargolreaktion; 
es handelt sich also in vorliegendem Fall um einen 
reinen AbsorptionsprozeB. Dieser verliuft nach dem 
Massenwirkungsgesetz. Der Gleichgewichtszustand zwischen 
der absorbierten Substanzmenge und der kolloidal  gelésten 
verschiebt sich bei der Erhéhung der Temperatur nach der 
Seite der gelisten Substanz. Hierdurch werden die Versuche 
Spits einfach erklart. Ohne einen besonderen luischen Re- 
aktionskérper annehmen zu miissen, wiirden sich auch quan- 





1) G. Spit, Zs. Immun. Bd. 23, 8. 426 (1916). 
*) Toyosumi, Zbl. f. Bakt. u, Parasitenk. I. Abt. Orig. 51 (1909). 
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Tabelle 1 (Vers. Il, 76). 


Es werden ausgeflockt 0,5 ccm Kollargol 0,1°/, in aq. dest. 














durch 0,5 ecem Ab- 
sprengungsflissigkeit in} &) von Wa-posi- |b) von Wa-nega- 
Verdiinnungen mit tivem Serum tivem Serum 
2°/,iger Kochsalzlésung 
ls ++++") ++++ 
I10 +++(+) +++) 
= +++ +t 
"/40 +-+(+) + 
‘ee ++ + 
/ 160 - (+) 
/390 (+) (+) 
*/e40 (+) (+) 
0 (+) (+) 








titative Unterschiede zwischen syphilitischen und nichtsyphili- 
tischen Seris oder Liquoren durch die leichtere Adsorbierbar- 
keit der Eiweibkérper in ersteren deuten lassen.’) 

Die Tatsache, daB das Maximum der Flockung nicht bei den 
stirksten Konzentrationen auftritt, veranlaBte Neufeld) in der 
Goldsolreaktion eine Ferment-Antifermentreaktion zu sehen. Seine 
Erérterungen, denen wesentliches Untersuchungsmaterial nicht zu- 
grunde liegt, sind nicht bindend. Die geschilderten Optima treten 
bei all den Reaktionen ein, bei denen mehrere entgegengesetzt 
wirkende Prozesse nebeneinander verlaufen. Sie sind ein Cha- 
rakteristikum aller Kolloidreaktionen und haben dazu gefiibrt, 
daB man auf Grund des Auftretens der Optima auch die Im- 
munitatsreaktionen als Kolloidreaktionen aufzufassen versuchte. 

Es blieb also lediglich die Frage zu erértern, ob und 
welche EiweiBsubstanzen als Ursache fir die Kolloidreaktionen 
anzusprechen sind. Eine gewisse Aussicht, dieser Frage naher- 
zukommen, schien mir das Verhalten der Liquoren beim Er- 
hitzen zu bieten, und zwar einesteils in bezug auf die Frage, 





*) Bei der Kollargolreaktion bedeuten die ++++, +++ usw. 
Zeichen den Grad der Ausflockung; + +++ maximale Ausflockung bei 
volliger Entfirbung der Fliissigkeit, + ein nur mit dem Kubavoithe- 
schen Agglutinoskop sichtbar minimale Tribung. 

*) Vgl. Anm. 1 S$. 21. 

5) G. Neufeld, Zs. Immun. Bd. 26, S. 368 (1916). 

















Tabelle 2 (Vers. II, 18/19). 
Es werden ausgeflockt: 0,5 cem Kollargol 0,1°/). 





Durch 0,5 cem Li- 
























































ites 30’ auf 60° 30’ auf 70° 30’ auf 75° 30’ auf 80° 30’ auf 100° 
quorin + 0,5cem fae: erhitzt an erhitzt ___ erhitat cat os erhitzt erhitzt 
2 of, NaCl, wei- ' + ! + ' + 1 + \ + \ + 
ere Verdiinnun R. R = ~ 
oe. a a a eee a ae es 
ze |e. ee a. a Oh Je Se nn cn a Te Se ee 
aa 0,5 cem */, ee +. me, | — — | + — | + + oo ose oo | is 
@ = Seem", | — | +++] — | +++] £ [+444] + [+444] 44+ [4444+] - | - 
= 0,5 cem */, ees ae) i) >) Sr + ++ ++ ie ee a — 
A odeemte | — = =8ot F— | + J] + |e] +++] + | +44] a | + 
& O5emy%, | +] + | +] mH 1—| + [wm] + | w | +H] 4+ | + 
= 05ceem 0 | + | + | + + [| + |) + + | + + p A. Sh. ee 
& Es flocken aus: 
0,5 eem 1/,5 Li- Kollargol in aq. dest. 
quorin 2°/, NaCl. 
0,5 cem 0,2, | — | + — + | (+) | ++ | 4) ) +44 + |++4+++] — | + 
0,25 cem — | ++ — ++ (+) | +++ | (4) | +++ o ++++]/[— | — 
0,5 cem 0,05°/,| — | ++ — = — | ++ + ++ — | +++] —- _ 
0,4 com —| ++ f-|] - — |} ++ | - + (+4) | +44] —] = 
en 0,3 ccm aa | + -— — — | (4) _ (+) wes | ode sins — 
a =: 0,2 cem —_ | — _ — -— | a —~ aa ~- + - _ 
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ob Kollargolreaktion und Wassermannsche Reaktion unter 
thermischem EinfluB sich gleichsinnig veriindern, anderenteils 
wegen der Méglichkeit, durch die Erhitzung eine Verinderung 
der in Betracht kommenden Stoffe hervorzurufen und so zu 
einer Klirung zu gelangen. 

Die nebenstehende Tabelle 2 zeigt je einen Wassermann- 
negativen und Wassermann-positiven Liquor, und zwar in 
den beiden Anordnungen mit absteigenden Kollargol- und ab- 
steigenden Liquormengen nebeneinander in nativem Zustand, 
ferner 1/, Stunde auf 60, 70, 75, 80 und 100° erhitzt. 

Wiahrend der Wassermann-negative Liquor in unerhitzem 
Zustand und nach Erhitzung auf 60° keine Flockung zeigt 
beginnt bei 70° eine schwache Flockung, die bei 80°, nament- 
lich in den mittleren Konzentrationen, erheblich zunimmt, um 
bei 100° voéllig zu verschwinden. Bei dem Wassermann- 
positiven Liquor, der im negativen Zustand deutlich flockt, 
nimmt diese Flockung bei 60° erheblich ab, um dann bei der 
Erhitzung von 70° an wieder stark zuzunehmen und bei 80° 
das Maximum zu erreichen, waihrend bei 100° die Flockung 
vollig aufhért und die Schutzwirkung nach der Richtung der 
stirkeren Verdiinnung hin verbreitert wird. Gleichzeitig ver- 
findert sich aber auch der Flockungstyp des auf 70—80° er- 
wirmten Liquors. Die Flocken ballen sich zu dicken Kon- 
voluten zusammen, unter fast vélliger Entfirbung der iiber- 
stehenden Fliissigkeit. Die Flockungszone ist annihernd die 
gleiche wie beim unerhitzten Liquor, wenn auch das Maximum 
ein wenig nach der Seite der héheren Liquor-, bzw. der héheren 
Kollargolkonzentrationen verschoben ist. 

Die Tatsache, da8B auch nichtsyphilitischer Liquor 
beim Erhitzen auf 70—80° eine positive Kollargol- 
reaktion ergab, lieB vermuten, daf es sich hierbei um eine 
allgemeine EiweiBreaktion handle, und es wurde zu dem Zweck 
ein weiterer Versuch angestellt, bei dem neben einem Wasser- 
mann-negativen Liquor mit nicht erhéhtem EiweiBgehalt ein 
solcher von einer Meningitis mit starker KiweiBvermehrung 
untersucht und mit der Reaktion von paralytischem Liquor 
verglichen wurde. Das Ergebnis ist aus Tab. 3 ersichtlich. 


eed: 
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Nebeneinander wurden je ein Liquor mit normalem Eiweif- 
gehalt (a), ein Liquor von Meningitis mit erhéhtem HiweiB- 
gehalt (b) und ein paralytischer Liquor (c) in negativem Zu- 
stand, auf 60, 80 und 100° erhitzt, der Kollargolreaktion unter- 
zogen, und zwar beider Anordnung mit absteigenden Liquormengen. 


Tabelle 3 (Versuch II, 28/29). 
Es werden ausgeflockt 0,5 cem Kollargol 0,1 °/,. 





| 
| 
| 
| 
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$5 I Nativ 30’ auf 50° erhitzt 
SAAO| eiaitied Soerewe RACINE 
% ae | 
Pla | 8s | gs | 
t Se | Sz | 3S | 
oo ae oa “tae gee 
Sige, * (Fog) =e eee e 
coo7| + leeal * | © [eee 
>+8 | ge | qe | 
ms we PROSE Se PR a Lee ee 
1), bi as, | 4 a a | s 
i, - —- |t+4+4] - —~ | ++4 
aH, - —- |+t+++ - -- +++ 
"lie “ + | +t+++ - — +++ 
"loa + + | + 1 ie 
0 - (+) | (+) + | + | (+4) 
soe 30’ auf 80° erhitzt 30’ auf 100° erhitzt 
ZA8ad | ge ? 
— on g a 
s° 3 | 1 = a 
svso} 1 | 1 Ss + | 124 + 
balan & | 3's & 2 a 23| $ 
s8eu) F |FES| & = |ES2 
sogf] ® |Sze22/| = a |eas| @ 
>+e2 | g = 
—— rene earn ~ nee eran - — — = — " a A ET TS = j Sa 
a - | = +++ ite Cis ued, 
uy, Sf - | - + 
if, —- | | Fett - | + ~ 
ise — | +4(+)] ++ - {[o= + 
1, — | +t4 | +(4) Rae a * 
0 (+) | (+) | +) (+). | (4) + 





Aus ibr geht hervor, daB die Reaktion des Liquors 
mit erhéhtem EHiweiBgehalt beim Erhitzen auf 80° 
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wesentlich stirker ist als bei dem mit normalem 
EiweiBgehalt. Dabei zeigte sich das Maximum der Flockung 
in der Zone der starkeren Verdiinnung. 

Die Ergebnisse der Reaktion mit auf 80° erhitztem posi- 
tiven Liquor stehen in Widerspruch mit den Angaben von Stern 
und Poensgen, die mitteilten, da8 die Reaktion beim Erhitzen 
auf 75° verschwindet. Der Widerspruch ist jedoch nur ein schein- 
barer und findet durch die verschiedene Anordnung seine Er- 
klarung. Eine Nachpriifung der Stern-Poensgenschen Angaben 
zeigte namlich tatsiichlich, daB die flockenden Substanzen, die 
beim Erhitzen auf 70—80° in der von mir gewahlten Anordnung 
neu auftraten, in der Stern-Poensgenschen Anordnung sich 
nicht geltend machten, wie aus Tab. 4 zu ersehen ist. 


Tabelle 4 (Versuch II, 82). 
Es flocken aus Wa + 0,5 cem 1/,, Liquor in 2°/, NaCl. 





























Kollargol a) Nativ b) 30’ auf | c) 30’ auf | d) 30’ auf 
in aqu. dest. 60° erhitzt | 80° erhitzt | 100° erhitzt 
0,5ceem 0,2 °/, +++ +++ +++ + 
0,25 ++ + t++++ - 
0,5 cem 0,05°/, + — + _ 
05 + - de inn 
0,3 + - +s os 
0,2 ma - a fa 
Es werden ausge- 
flockt 0,5eemKol- : : . 
wee 10,0125 0), durch 0,5 cem Wa + Liquor in 1,25°/, NaCl 
in aqu. dest. 
Mo + $( +) +(+) - ~ 
sP ++ “ — - 
h + (+) 
he +  - an 
0 od aa = — 














Nebeneinander wird ein Wassermann-positiver Liquor 
mit der Kollargolreaktion in meiner Anordnung mit absteigenden 
Liquormengen in der Stern-Poensgenschen Anordnung 
(2,5 com 0,0125°/, Kollargollésung mit 0,5 ccm Liquor '/,, */,, 
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1/3, 4/16 In 1,25°/, Kochsalzlésung und als Kontrolle 0,5 ccm 
1,25 °/, Kochsalzlésung) in nativem Zustand, ferner auf 60, 
80 und 100° erhitzt, untersucht. 

Aus dem Versuch, der nebeneinander denselben Wa +- 
Liquor in meiner und der Stern-Poensgen schen Anordnung 
zeigt, geht hervor, daB die Flockung bei der Stern-Poens- 
genschen Anordnung beim Erhitzen auf 60° abnimmt 
und auf 80° véllig verschwindet, wahrend in meiner 
Anordnung die Flockung auf 60° abnimmt, um bei 
80° erneut und verstirkt wieder aufzutreten. 

Das Nichtauftreten einer Flockung der erhitzten Liquoren 
in der Stern-Poensgenschen Anordnung hingt lediglich von 
dem geringeren Salzgehalt ab. Ein Versuch mit dem gleichen 
Liquoren und der gleichen Kollargolmenge, aber einer vierfach 
geringeren Kochsalzkonzentration, als sie in meiner Anordnung 
benutzt wurde, zeigte, daB bei der geringeren Kochsalzkon- 
zentration eine Flockung weder mit dem nativen noch mit 
dem erhitzten Liquor zu erzielen war. 


Tabelle 5 (Versuch II, 26/27). 
Es werden ausgeflockt 0,5 cem Kollargol 0,1 °/,. 





























a & = Nativ 30’ auf 60° | 30’ auf 80° | 30’ auf 100° 
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Es war weiterhin notwendig, das Verhalten der Goldsol- 
reaktion bei erhitztem und unerhitztem Liquor zu untersuchen 
und mit dem Verhalten der Kollargolreaktion bei demselben 
Liquor zu vergleichen. ‘T'abellen 6 und 6a zeigen dieselben 
Wassermann-negativen und Wassermann-positiven Liquoren 
nebeneinander bei der Kollargol- und Goldsolreaktion. Es 
wurden einerseits 2,5 ccm nach Oetiker bereitete Goldsol- 
lésung zu je 0,5 ccm Liquor in absteigenden Verdiinnungen 
mit 0,4 °/, Kochsalzlésung zugefiigt. Kbenso wurden je 0,5 ccm 
Kollargol zu je 0,5 ccm Liquor in absteigenden Verdiinnungen 
in 2°/, Kochsalz zugesetzt. 


Tabelle 6 (Versuch II, 49). 
Es werden ausgeflockt 0,5 ecm Kollargol 0,1 °/,. 




















cog 

: 3 § 3 jes 30’ auf 60° | 30’ auf 80° | 30’ auf 100° 

O19 Bic : erhitzt erhitzt erhitzt 

wm © ° 

Soren _e 

a,asii| + | | + + | | + 

e e241 S| 8 a | 3 3 3 = 3 

Setere | + FF IE E e | B 

sree! 2 Pele Pe) <¢ @ | 2 
1/, _ - — _ —- +++ [ - | - 
, — ++++] - + /++4++] - | + 
ty, ~ i ++++4+] -—- +++ ++++] —- | + 
"Nhe —|[+t+++] — | +++ 14(4)| ++ - | + 
ee —- +++ [ - ++ J(4) a - | — 
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Die Goldsolreaktion zeigt bei negativen Liquoren beim 
Erhitzen eine ganz geringartige Farbverinderung, die kaum 
zu bewerten ist, wihrend die Wassermann-positiven Liquoren 
bei der Erhitzung auf 60—80° langsam geringere Farb- 
veranderungen aufweisen. Wenn daher auch bei der Goldsol- 
reaktion eine stetige Abnahme der Reaktionsfihigkeit des 
Liquors beim Erhitzen eintritt, so ist doch immerhin be- 
merkenswert, daB auch der auf 80° erhitzte Liquor noch eine 
deutliche Reaktion zeigt. Es mu aber dahingestellt bleiben, 
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ob auch hier mit der Abnahme der Liquorreaktion beim Erhitzen 
ein neues Auftreten von flockenden Stoffen vergesellschaftet ist. 


Tabelle 6a (Versuch [I, 48). 





























Es werden ausgeflockt 2,5 cem Goldsol nach Oetiker. 
a 5 ; 30’ auf 60° | 30’ auf 80° | 80’ auf 100° 
3 2 2 Nativ erhitzt erbitzt Saat 4 
2° = oe eee ae ae 
eit Saal ee ee ee 
cok | © Sel ae se Fe 
A Sle = ol = oe. @ | = 
"ho - | +++ 4)]- - = | - ik 
leo — | ++4++]- + sat ios - -- 
‘es —|++++4+] +4 ++ —| +++ - - 
17 —|++++] 4) +44 Jt [+4+44+] - 9 - 
‘ue —~|+4++e [4 ++4+4+] 4 [4444+] -— - 
"/s20 —| +++ [ti t++4+4+] 4 + - |- 
eso -| + kp +ttt+t | t+ (+) “ “ 
1/1980 — | + = | + + + — _ _ 
*/2560 eee <a Ss | (+) — | ie ot cif 
!s190 - = - | aes - ae _ ro a 
*/ 10240 “a = = | ~ rs | at 7 ns 
"/e0480 7 = ~ | = - | id Si = 














Parallelversuche zeigten, wie nicht anders zu erwarten 
war, daB die Liquoren bei der Wassermannschen Reaktion 
schon nach Erhitzen auf 60° an Reaktionsfihigkeit abnehmen 
und bei 70° diese véllig einbiiBen, ohne sie bei héheren Tem- 
peraturen wieder zu erlangen. Wihrend also die typische 
Reaktionsfahigkeit, bei allen Methoden iibereinstimmend, beim 
Erhitzen sukzessive abnimmt, besteht doch ein Unterschied 
im Verhalten der erhitzten Liquoren bei den Kolloidreaktionen 
und der Wassermannschen Reaktion. DaB es sich aber bei 
den Kolloidreaktionen mit erhitztem Liquor um eine andere 
Liquorqualitait handelt, als im nativen Liquor, dafiir sprechen 
die Ergebnisse mit der Kollargolreaktion, bei der die Zunahme 





1) Bei der Goldsolreaktion bedeuten die + — Zeichen die ver- 
schiedenen Grade des Farbumschlags: — rot, + rotviolett, (+) violett mit 
rotlichen Stich, + violett, +(+) blauviolett, ++ blau, + +(+) hellblau, 
+++ blauweiB, ++ +(+) weiB mit bliulichen Stich, + + + + reinweiB. 
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der Reaktionsfahigkeit erst nach einer voriibergehenden Ab- 
nahme eintritt. Die Verhaltnisse erinnern an dhnliche bei 
der Bakterienagglutination festgestellte Tatsachen, wie sie 
Porges und Prantschoff'), Dreyer und Jex-Blake?”) fir 
Typhus und andere Bakterien und Sachs*) und Csépai *) 
fir Proteus X 19 beschrieben haben. Fiir dieses Neuauftreten 
der Flockungszone bestehen zwei Méglichkeiten: entweder die 
Entfernung einer schutzgebenden Substanz, oder das Auftreten 
eines neuen flockenden Stoffes. Gegen die erstere spricht in 
erster Linie der Umstand, daB beim Erhitzen die Schutz- 
kolloidwirkung zunimmt, was deutlich in der Hinausschiebung 
der Elektrolytflockung nach der Richtung der starkeren Ver- 
diinnungen zum Ausdruck kommt. Es handelt sich also wohl 
bei der Flockung des denaturierten Liquors um das Auftreten 
von neuen Substanzen bzw. um eine Verinderung des Stabi- 
litiitsgrades der im Liquor normalerweise vorhandenen Eiweib- 
kérper im Sinne einer Globulinvermehrung. ‘Schon Moll’) 
zeigte, daB im erhitzten Serum durch Halbsittigung mit 
Ammonsulfatlésung mehr Substanz zur Ausflockung gebracht 
werden kann als im nativen Serum. Der Vorgang wire dabei 
so zu denken, da8B beim Erhitzen die Kollargolreagine ge- 
spalten werden und da das entstehende Spaltungsprodukt 
Globulincharakter zeigt. Fiir diese Ansicht spricht auch die 
Erfahrung bei der Erhitzung von Serum. 

Je 0,5 ccm 0,1 °/, Kollargol werden zu absteigenden 
Serumkonzentrationen von 4/,,—1/,54g) 10 0,5 °/, Kochsalzlésung 
zugefiigt und zwar nebeneinander inaktiviertes, auf 70°, 80° 
und 100° erhitztes Serum. 

In der Tabelle 7 wird gezeigt, daB inaktives Serum 
beim Erhitzen auf 70—80° eine starke Zunahme der 





‘') O.Porges u. A.Prantschoff, Zbl. f. Bakt. Bd. 41, S. 466 (1906). 

*)G. Dreyer u. A.J. Jex-Blake, Mem. de l’Acad. Royal des 
Sciences et des Lettres de Danemark 7. sésse, Section des Sciences T. 1, 
Nr. 4, §. 217 (1905). 

8) H. Sachs, Deutsche med. Woch. 1917, Nr. 81. 

*) K. Csépai, Miinch. med. Woch. 1917, Nr. 26. 

5) L. Moll, Hofmeisters Beitr. Bd. 4, S. 563 (1904). 
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Flockung und unter gleichzeitiger Verschiebung des 
Maximums nach der Seite der héheren Konzentra- 
tionen zu aufweist und beim weiteren Erhitzen auf 100° 
in seiner Reaktionsfihigkeit stark abnimmt. Dabei nimmt 
ebenfalls der Flockungstyp den Charakter der Flockung von 
auf 80° erhitztem Liquor an, d.h. es fallen grobe rotbraune 
Konvolute aus. 


Tabelle 7 (Versuch II, 24/25). 
Es werden ausgeflockt 0,5 cem Kollargol 0,1 °/,. 








Durch 0,5 ecm 
Serum a) b) Cc) d) 
in */10 0,85 °%/o NaCl,| | vty | 30’ auf 70° | 30’ auf 80° | 30’ auf 100” 
aet Ga erhitzt erhitzt erhitzt 
aes Gs dee nae iad 
= - — +++ - 
le +: — ++++ - 
/160 (+) +++ ++++ +++ 
"/s20 +(+) ++ + + ++++ + +(+) 
‘leo + +++ +++ ++ 
"/ies0 (+) +++ +++ + 
“exeo + + +++ + 
"/s120 ne (+) + (+) 
1/ soso - (+) + (+) 
*/ 0480 -“ a (+) (+) 
0 ~~ en bie a 














Vielleicht kann auch in einer derartigen Veriinderung der 
Stabilitét die von Brandt und Mras?) beobachtete positive 
Reaktion von Leichenliquoren erklirt werden, die diese aller- 
dings auf das Durchliissigwerden der Meningen fiir Globuline 
zuriickzufihren. 

Das Abnehmen der Reaktion bei 60° spricht jedoch dafiir, 
daB es sich nicht um eine einfache quantitative Steigerung 
der im nativen Liquor vorhandenen fiockenden Stoffe handelt, 
sondern zeigt, daB bei weiterem Erhitzen auf 80° eine neue 


1) Brandt u. Mras, Wien. klin. Woch. Bd. 42, 8. 1 (1919). 
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Substanz auftritt, die globulinihnlichen Charakter trigt. Um 
auf diese Frage weiter einzugehen, war es notwendig, das Ver- 
halten von Globulin- und Albuminfraktion im Serum zu priifen. 
Es wurde gleichzeitig festgestellt, wie sich bei verschiedenen 
Mischungsverhiltnissen die Globulin- und Albuminfraktion zu- 
einander verhalten. Zu dem Zweck wurde Serum mit der 
vierfachen Menge destillierten Wassers verdiinnt und die 
Globuline durch Einleiten von Kohlensaure gefillt. Der Ab- 
guB wurde durch Besalzen mit Kochsalz auf die physiologische 
Konzentration gebracht, das Sediment mit physiologischer 
Kochsalzlésung zum Ausgangsvolumen aufgefillt und so wieder 
in Lésung gebracht. 

Bei der Flockung mit 0,5 ccm 0,1°/, Kollargol trat 
im reinen AbguB eine maBig starke Flockung auf, 
die ihr Maximum bei Verdiinnungen von '/,,,, hat, 
hingegen trat im reinen Sediment eine sehr viel 
intensivere Flockung bei einem Maximum bei Kon- 
zentrationen von 1:20 auf. Die Flockung war hier von 
grobkérnigem Charakter, wie wir ihn bei auf 80° er- 
hitztem Liquor kennen gelernt haben. Bei der Mischung von 
AbguB und Sediment bleibt der Charakter der AbguBflockung 
mit nur geringen Verinderungen bis zu einer Beimengung von 
20°/, Albumin gewahrt bei langsamer Verschiebung des Maxi- 
mums nach der Seite der héheren Konzentration. Der grob- 
kérnige Flockungscharakter tritt allerdings erst bei véllig reiner 
Globulinflockung auf. Natives Serum zeigt die Flockung einer 
Mischung von gleichen Mengen von AbguB und Sediment. Daf’ 
die Kohlens&éuredurchleitung ohne EKinflu8 auf die Reaktion 
ist, geht aus Spalte n) der Tabelle hervor. Hier wurde natives 
Serum mit destilliertem Wasser auf das 5fache Volumen ver- 
diinnt, die Globuline mit Kohlensiiure zur Fallung gebracht 
und dann durch Besalzen mit Kochsalz wieder gelist. Die 
Flockungskurve stimmt mit der Kurve des nativen Serums 
vollig iiberein. 

Um einen Vergleich mit der Goldsolreaktion zu gewinnen, 
wurde der gleiche Versuch mit Goldsol angestellt. Die gleichen 
Albumin- und Globulinfraktionen und beide in demselben 
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Tabelle 8 (Versuch II, 52/53). 
0,5 cem Kollargol 1°/, werden geflockt durch: 
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Tabelle 9 (Vers. I, 50/51). 
0,5 cem NaCl 1,8°/, werden geflockt durch: 
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Mischungsverhaltnis wie in Tabelle 8, ebenso das native Serum, 
das mit Kohlensiure vorbehandelte Serum, wird der Goldsol- 
reaktion unterzogen. Es werden je 2,5 ccm nach Oetiker 
hergestellter Goldsollésung zu je 0,5 com des Serums bzvy. 
seiner Komponenten in absteigenden Verdiinnungen von '/, bis 
‘Iio240 12 1,6°/, Kochsalzlésung zugesetzt. 

In der Tabelle 9 zeigte die Albuminfraktion erst in sehr 
viel stiirkeren Verdiinnungen Flockung, waihrend die Globulin- 
fraktion ihr Maximum ebenfalls in niedrigeren Konzentrationen 
als bei der Kollargolreaktion hat. Auffallig war lediglich, daB bei 
der Mischung beider zunichst eine Verschiebung der Flockung 
nach der Seite der geringeren Konzentration und eine Abnahme der 
Intensitat eintrat, und erst bei einem Sedimentgehalt von 30 °/, die 
Flockungskurve eine Wanderung des Maximums nach der Seite 
der héheren Konzentration aufwies. Der Versuch wurde mit einer 
vierfach stirkeren Kochsalzkonzentration, als sie Lange vor- 
schreibt, angestellt, da in der Langeschen Anordnung bei 
der Albuminfraktion eine Farbverinderung iiberhaupt nicht 
statt hatte. 

Wenn man die Gesamtheit der mitgeteilten Versuche 
iiberblickt, so ist die Frage, ob die im syphilitischen Liquor 
vorhandenen kollvidfaillenden Stoffe einem itiologisch-charak- 
teristischen Vorgang ihre Entstehung verdanken, oder ob es 
sich dabei um eine Verschiebung des relativen Mengenverhilt- 
nisses zwischen Globulin und Albumin bzw. um eine physi- 
kalische Strukturverinderung der Eiweifstoffe handelt, nicht 
ohne weiteres zu entscheiden. Der Parallelismus, der sich 
mir in kasuistischer Hinsicht zwischen Wassermannscher 
und Kollargolreaktion ergeben hat, wiirde in ersterer Hinsicht 
sprechen, jedoch habe ich an anderer Stelle schon darauf hin- 
gewiesen, da8 das von mir untersuchte Material vorliufig nicht 
ausreicht, um eine derartige SchluBfolgerung zu rechtfertigen. 
Ks ist daher wohl denkbar, daB es sich bei der positiven 
Kolloidreaktion um eine Verinderung der LEiweifstoffe im 
Liquor handelt, und meine Versuche iiber das Verhalten der 
aus Serum getrennten EiweiSfraktionen wiirden in diesem 
Sinne sprechen. Man kénnte annehmen, daB bei einem Vor- 
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herrschen labiler und leicht alterierbarer KiweiBkomponenten 
im Liquor die Kolloidreaktion den fiir Lues charakteristischen 
Typus aufweist. Die Tatsache, daB die Reaktionsfihigkeit des 
Liquors beim Erwirmen schwindet, wiirde in gleichem Sinne 
sprechen, da der thermische EKingriff eine Stabilisierung der 
KiweiBkérper bewirkt. Freilich scheint damit in Widerspruch 
zu stehen, daB bei geeigneter Versuchsanordnung (hinreichender 
Salzgehalt usw.) bei stirkerem LErhitzen des Liquors eine 
Flockungsfahigkeit wieder auftritt, die dem syphilitischen bzw. 
paralytischen Typ ‘hnelt. Jedoch wird man wohl jedenfalls 
dieses Wiedererscheinen der Flockungsfihigkeit, wenn es auch 
in der Ausdrucksform einer Labilisierung aihnelt, auf andere 
Vorgiinge zuriickfihren miissen als die urspriingliche Reaktions- 
fihigkeit des syphilitischen Liquors. Die letztere schwindet 
eben beim Erhitzen, wihrend die erstere dann erst zum Vor- 
schein kommt. Friihere Angaben der Literatur, auf die ich 
verwiesen habe, haben zweifellos mit diesen Verhiltnissen eine 
gewisse Ahnlichkeit, und man wird daher schlieBen miissen, 
daB es sich bei dem Wiedererscheinen der Flockungs- 
fihigkeit beim Erhitzen um tiefergreifende Verinde- 
rungen der EKiweibkérper handelt, wihrend man die 
Reaktionsfihigkeit des frischen Liquors bei Syphilis 
und Paralyse auf eine durch das natiirliche Geschehen 
des Krankheitsprozesses verursachte biologische Ver- 
duderung der KiweiBkérper im Sinne einer Labili- 
sierung beziehen miBte.?) 





1) Nach Fertigstellung der Arbeit wird mir eine soeben erschienene 
Abhandlung ,,Uber den Mechanismus der Goldsolreaktion im Liquo 
cerebrospinalis‘ yon H. Fischer [Zs. f. d. ges. exp. Medizin Bd. 14, 
S. 60 (1921)] bekannt. Seine Untersuchungen erstrecken sich im wesent- 
lichen auf das Verhalten der einzelnen EiweiSfraktionen im Serum der 
Goldsolreaktion gegeniiber. Seine Ergebnisse stimmen, soweit sie auf 
dem gleichen Gebiet liegen, mit meinen fast véllig tiberein. Nur bei 
der Albuminfraktion fand er nie eine Farbverinderung im Goldsol. Die 
Ursache hierfiir mag entweder in dem verschiedenen Salzgehalt liegen, 
oder in dem Umstand, da8 von mir durch Kohlensiurefillung dar- 
gestellte Albuminfraktion noch die Pseudoglobuline enthielt. Auch die 
Spithschen Versuche hat Fischer nachgepriift und kommt zu dem 
Schlu8, daB es sich hier lediglich um Absorptionswirkung handele. 

















Die Beeinflussung der Oxydationsgeschwindigkeit von 
roten Blutkérperchen durch Kalium und Radioaktivitat. 
Von 


Philipp Ellinger. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. August 1921.) 








Man war bisher gewohnt, dem Kalium eine analoge 
physiologische Bedeutung zuzuschreiben wie den iibrigen im 
Tierkérper vorkommenden Alkalien und Erdalkalien. Aus den 
Arbeiten Jacques Loebs geht hervor, daB das Kalium bei 
der Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts in der Kérper- 
fliissigkeit mitwirkt und daB seine Bedeutung in diesem Sinne 
lediglich an sein Auftreten in Ionenform gebunden ist. Nun 
wurde im Jahre 1906 von Campbell entdeckt, daB das 
Kalium, und zwar bis jetzt als einziges der im Tierkérper 
in gréBerer Menge vorkommenden Atome die Kigenschaft der 
Radioaktivitat besitzt. Die Kaliumradioaktivitét ist auBer- 
ordentlich gering; es sendet nur f- und y-Strahlen aus und 
zwar entsprechen sie der Menge nach dem tausendsten ‘Teil 
der im Uran infolge seiner Verunreinigung mit UX1 und 
UX2 auftretenden f- und y-Strahlen. Genauere Messungen 
liegen nur wenige vor; nach den Untersuchungen von Hen- 
riot’) ist die Durchdringungsfahigkeit der f#-Strahlen nicht 
unbetrichtlich. Die Sonderstellung, die das Kalium unter den 
Substanzen, die den Tierkérper aufbauen, infolge seiner Radio- 
aktivitit einnimmt, veranlaBten Zwaardemaker?) und seine 
Schiiler zu umfangreichen Untersuchungen, deren Ergebnisse 





1) E. Henriot, Le Radium Bad. 7, 8. 40 (1910). 

*) H. Zwaardemaker, Pfliigers Arch. Bd. 173, S. 28 (1919). Hier 
auch eine Literaturzusammenstellung der gesamten Arbeiten seines In- 
stituts, soweit sie in deutscher und hollindischer Sprache erschienen sind. 
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in zahlreichen Arbeiten niedergelegt sind; eine Zusammen- 
fassung der Ergebnisse laBt sich etwa folgendermaBen darstellen. 


Am isolierten Froschherzen ist das Kalium fiir die Funktion un- 
entbehrlich. Es wirkt hier nicht als Ion, sondern als Trager der Radio- 
aktivitét. Beim Durchspiilen des iiberlebenden Herzens mit kaliumfreier 
Ringerlésung tritt Stillstand ein, falls nicht gleichzeitig der Calcium- 
gehalt der Durchspiilungsfliissigkeit herabgesetzt wird. 


Der Herzstillstand bleibt aus, wenn das Kalium der Durchspiilungs- 
fliissigkeit durch eine andere radioaktive Substanz ersetzt wird. Unter- 
sucht und wirksam befunden wurden Rubidium und Cisium (dessen 
Radioaktivitét bisher nicht bekannt ist) einerseits, Uran, Thorium, 
Radium, Lanthan (radioaktiv infolge Einschliissen von Actinium) und 
Radiumemanation andererseits. Es werden hierbei die genannten Sub- 
stanzen in ,,iiquiradioaktiven Mengen“ angewandt, ohne daB der Begriff 
iquiradioaktiv genauer erliutert wird. Ein unmittelbarer MaBstab fiir 
die Radioaktivitét der genannten Substanzen kann nicht aufgestellt 
werden, da es sich bei ihnen zum Teil um @-, zum Teil um a-Strahlen 
handelt, die physikalisch ganz different und energetisch von so ver- 
schiedener Gré8enordnung sind, daB sie auch in dieser Richtung nicht 
miteinander verglichen werden kénnen. Unter Beriicksichtigung 
der auBerordentlich abweichenden Durchdringungsfihigkeit kommt 
Zwaardemaker zu bestimmten Mengenverhiiltnissen, die er als ,,iiqui- 
radioaktiv“ bezeichnet und die als solche hingenommen werden miissen. 


Er kann endlich das durch Kaliumentzug still gestellte Herz durch 
Bestrahlung mit allen radioaktiven Priiparaten wiederum zum Schlagen 
bringen. Diese gleichsinnige Wirkung von a- und §-Strahlung gilt 
jedoch nur bei der Anwendung von einer Strahlenart allein. Bei der 
gleichzeitigen Anwendung von «- und #-Strahlen wirken diese anta- 
gonistisch. Es stellt sich bei bestimmten festen Mengenverhiiltnissen 
ein Gleichgewichtszustand ein und erst beim Uberschu8 der einen 
Strahlung kommt eine Pulsation des Herzens erneut zustande. 

Diese Wirkung der Radioelemente kann durch Zusatz von fluores- 
cierenden Substanzen sensibilisiert werden. Untersucht wurden in dieser 
Richtung Fluorescein und Eosin. Auch hier tritt zwischen beiden Sub- 
stanzen ein Gegensatz auf. Das Fluorescein sensibilisiert fiir die 
a-Strahlen, das Eosin fiir die #-Strahlen. Bei gleichzeitigem Zusatz 
beider tritt keine Aufhebung ihrer Wirkung auf, sondern das Fluores- 
cein wird véllig vom Eosin verdriingt. Eine Abhingigkeit dieser Sen- 
sibilisierung von vorheriger Belichtung ist nicht erkennbar. Analoge 
Versuche wurden an der GefiBmuskulatur, am Skelettmuskel, an GefaB- 
endothelien und von Hamburger am Glomerulusepithel der Niere an- 
gestellt und fiir alle diese Fille analoges Verhalten des Kaliums und 
seiner Ersetzbarkeit durch radioaktive Substanzen gefunden. 
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Robert F. Loeb’) hat das Verhalten des Kaliums und der 
ibrigen radioaktiven Substanzen an dem Befruchtungsvorgang von 
Arbaciaeiern nachgepriift und konnte feststellen, da8 Kalium wohl 
durch Rubidium und Casium ersetzbar ist, daB aber in kaliumfreien 
Lésungen, zu denen an Stelle des Kaliums Thoriumchlorid oder 
Uranylacetat zugefiigt war, diean sich ungiftig sind, die befruchteten 
Kier sofort absterben. Ebenso hat Jacques Loeb?) an Fundulus- 
eiern nachgewiesen, daf das Kalium lediglich durch Rubidium und 
Cisium ersetzt werden kann und da die physiologische Wirkung 
des Kaliums von seinem radioaktiven Charakter unabhiingig ist. 

Wegen der groBen Bedeutung, die der Hypothese Zwaarde- 
makers zukommt, falls sich ihre allgemeine Geltung bestiitigen 
sollte, schien es mir wiinschenswert, die Ergebnisse an einem 
einfacheren Objekt nachzupriifen. Dies schien mir um so not- 
wendiger, als die Versuche Zwaardemakers am Froschherzen 
auch andere Deutungen zulassen. Es ware denkbar, daB das 
durch Kaliumentziehung stillgestellte Herz lediglich durch die 
fortgesetzten EnergiestéBe aus den radioaktiven Substanzen 
bei Zusatz der «-Strahler einen dauernden Impuls &hnlich wie 
bei Anwendung faradischer Stréme erhalt. Als einfachstes Objekt 
fiir eine derartige Untersuchung erschien mir die Beobachtung 
der Oxydationsgeschwindigkeit von Vogelblutzellen geeignet. 

Da es aus den Arbeiten Warburgs’) bekannt ist, daB8 intakte 
Blutkérperchen fiir Kationen nicht durchliissig sind, so daB die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit durch Verinderung des Kationengehaltes des 
Milieus praktisch nicht beeinflu8t wird, war es notwendig, die Plasma- 
haut zunichst zu zerstéren. Ich ging dabei nach den Angaben War- 
burgs so vor, da8 ich Blut von animisierten Ginsen in der Zentrifuge 
mehrfach mit den zur Anwendung kommenden Salzlésungen wusch, sie 
dann nach starkem Zentrifugieren und méglichst vollkommener Entfernung 
der Waschfliissigkeit in einem Viehsalzeisgemisch von etwa — 20° gefror 
und hierauf schnell bei etwa 38—40° auftaute. Nun wurde mit der 
in Frage kommenden Untersuchungsflissigkeit bis zum Ausgangsvolum 
aufgefiillt und die Oxydationsgeschwindigkeit der Zellaufschwemmung 


in der Barcroftschen Anordnung bestimmt. Zur Kontrolle wurde jeweils 
die Oxydationsgeschwindigkeit von Blutkérperchen der gleichen Provenienz 





1) R. F. Loeb, Jl. of gen. physiol. Bd. 3, S. 229 (1920). 
*) Jacques Loeb, Jl. of gen. physiol. Bd. 3, S. 237 (1920). 
®) O. Warburg, Diese Zs. Bd. 70, S. 413 (1911). 
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in kalihaltiger und kalifreier Ringerlésung mit der Atmung der gleichen 
Blutkérperchen in der Untersuchungsflissigkeit verglichen. 

Die gebrauchten OxydationsgefiBe waren alle anniihernd von der 
gleichen GréBe (gréBte Differenz etwa 1°/,), so daB die am Manometer 
abgelesenen Ausschlige in Milimetern nach Abzug der Thermobarometer- 
korrektur unmittelbar miteinander verglichen werden konnten. Auf 
absolute Werte wurde kein Gewicht gelegt, zumal diese bei den Blut- 
kérperchen von verschiedenen Aderlissen wechseln. Die Temperatur 
des Thermostaten betrug 37—39°. 

Fiir die Milieufliissigkeit ging ich von einer Lésung aus, die im 
Liter 9,0 g Kochsalz, 240 mg Calciumchlorid, 420 mg Kaliumchlorid 
(wasserfrei) und 150 mg Natriumbicarbonat enthielt. 


Die Ergebnisse der Versuche mit kaliumfreier Ringer- 
lésung gehen aus folgender Tabelle 1 hervor. 





























Tabelle 1. 
ieee ieee eee ye Herab- 
: Versuchs- |Versuchs-}| Sauer- setzg. des 
Versuchs- ce ces ; 
Nr Nihrlésung temp. zeit stoffver- | Sauer- 
nt in Grad C] in Min. | brauch!) |stoffverbr. 
in °/, 
IV. |kalfumhalt. Ringer | 37,72 60 55,3 
kaliumfreier Ringer 41,3 26,2 
IV. kaliumhalt. Ringer 87,95 120 84,9 
kaliumfreier Ringer 63,3 24,3 
7: kaliumhalt. Ringer 38,20 60 37,8 
kaliumfreier Ringer 26,5 30,0 
VI. kaliumhalt. Ringer | 38,21 60 18,4 
kaliumfreier Ringer 12,6 82,6 
VI. kaliumhalt. Ringer 38,20 120 22,5 
kaliumfreier Ringer 16,2 28,3 
VII. |kaliumhalt. Ringer | 38,20 60 25,2 
kaliumfreier Ringer 16,8 33,5 
VII. | kaliumhalt. Ringer | 38,22 60 22,5 
kaliumfreier Ringer 15,6 30,7 
IX. |kaliumhalt. Ringer | 38,30 60 26,2 
kaliumfreier Ringer 16,6 36,7 
X. kaliumhalt. Ringer | 38,55 120 35,3 
kaliumfreier Ringer 25,0 29,3 
XII. |kaliumhalt. Ringer | 388,59 60 19,4 
kaliumfreier Ringer 14,0 27,6 





') In willkiirlichen Einheiten. 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB die Kaliumverarmung 
der Reaktionsfliissigkeit — eine Kaliumbefreiung war 
wegen des Gehaltes der Blutkérperchen an Kali nicht még- 
lich — die Oxydationsgeschwindigkeit regelmaBig um 
etwa ein Drittel herabsetzt. 

Weiterhin wurde gepriift, wie sich die Oxydationsgeschwin- 
digkeit bei der Vermehrung des Kaliumgehaltes in der Ringer- 
lésung verhielt. Es wurde Ringerlésung mit dem doppelten, 
dreifachen und finffachen Kaliumgehalt (820 mg, 1260 mg und 
2100 mg pro Liter) untersucht. 


Tabelle 2, 


























. Steig. bzw. 
er- ; 
Ver- Versuchs- Sauer- wong 
ee suchs- setzg. des 
suchs- Nihrlésung temp. | voit in stoffver- | ga ner- 
Nr. in Grad C Min. brauch | .toffyerbr. 
in °/, 
XXI. | kaliumhaltiger Ringer | 38,74 60 14,7 
kaliumfreier Ringer 9,6 — 34,6 
R. mit dopp. Kal.-Geh. 18,2 4+- 23,8 
XXI. kaliumhaltiger Ringer | 38,78 120 20,4 
kaliumfreier Ringer 14,5 — 28,9 
R. mit dopp. Kal.-Geh. 27,1 + 32,5 
XXVII. | kaliumhaltiger Ringer | 38,92 60 9,8 
kaliumfreier Ringer 6,6 — 29,0 
R. mit 3fach. Kal.-Geh. 13,2 + 42,0 
XXVI. | kaliumhaltiger Ringer | 38,78 60 10,9 
kaliumfreier Ringer 7,5 — 31,4 
R. mit 5fach. Kal.-Geh. 12,8 + 17,1 


Hieraus geht hervor, daB die Oxydationsgeschwindig- 
keit bei Erhéhung des Kaliumgehaltes eine erheb- 
liche Steigerung erfihrt, die ihren Hoéhepunkt bei 
einer Steigerung des Kaliumgehaltes im Ringer auf 
das Dreifache hat, um bei weiterer Erhéhung wieder 
abzunehmen. 

Um einwandfrei zu entscheiden, ob das Kalium in lonen- 
form oder infolge der Radioaktivitat wirksam ist, war es not- 
wendig, in die Durchspiilungsfliissigkeit unlésliche Kaliumsalze 
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einzubringen. Der Versuch miBlang, da die am _ schwersten 
léslichen Kaliumsalze das Kaliumchlorat und das Kaliumplatin- 
chlorid noch zu léslich sind; durch die Giftigkeit der hierbei 
mit eingebrachten Anionen wird die Oxydationsgeschwindigkeit 
bis zu 96°/, herabgesetzt. Kine Méglichkeit, reine #-Strahlen 
an die Zellsubstrate heranzubringen, bestinde etwa in der 
Verwendung des nur #-Strahlen aussendenden Radium D, 
einem Isotopen des Bleies. Doch sind auch hier véllig unlés- 
liche Verbindungen nicht zu erwarten. Weiterhin wire denk- 
bar, die weiche #-Strahlung des Radiums durch entsprechende 
Réntgensekundiarstrahlung zu imitieren; aber auch hier konnte 
eine brauchbare Versuchsanordnung nicht gefunden werden, 
so dab die Frage, ob es sich bei der Kaliumwirkung 
um eine Wirkung als Ion oder eine solche infolge 
seiner Strahlung handelt, nicht entschieden werden 
kann. 


Nun wurde die Ersetzbarkeit des Kaliums durch seine 
nachsten chemischen Verwandten, Rubidium und Casium, ge- 
prift. Dabei wurden an Stelle des Kaliumchlorids im Ringer 
je 630 mg Rubidiumchlorid bzw. 840 mg Casiumchlorid verwandt; 
weiterhin wurde gepriift, ob eine Erhéhung des Natrium- 
gehaltes, d.h. Vermehrung um 1000 mg Natrium pro Liter 
auf die Oxydationsgeschwindigkeit von Einflu8 ist. 

Die Tabelle 3 zeigt, daB Kalium durch Rubidium fast 
vollig ersetzt werden kann, waihrend ein Zusatz von 
Casium ohne EinfluB bleibt. Eine Verinderung des 
Natriumgehaltes veranlaBt ebenfalls keine Verande- 
rung der Oxydationsgeschwindigkeit. 

Die weitere Untersuchung galt der Priifung des Verhaltens 
von ¢-Strahlung. Untersucht wurden Uranylnitrat, Thorium- 
nitrat, kolloidales Thoriumoxyd, das nach den Vorschriften 
von Miller*) durch Peptisation des Hydroxyds mit Salzsiure 
bei Siedehitze dargestellt wurde. Diese drei Substanzen fan- 
den in Mengenverhiltnissen Anwendung, wie sie Zwaarde- 
maker im Verhiltnis ihrer Wirksamkeit zum Kalium an- 





1) A. Miiller, Koll. Zs. 2. Suppl. I, S. 6 (1907). 
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Tabelle 3. 
Steig. bzw. 
Siseiales ae Versuchs-|Versuchs-| Sauer- ceo 
Nahrlosung temp. zeit stoffver- _ 
- in Grad C] in Mi branch | are 
oe stoffverbr. 
in 9%, 
VII. kaliumhalt. Ringer | 38,20 60 25,2 
kaliumfreier Ringer 16,8 — 33,5 
Rubidium-Ringer 21,8 — 13,2 
VIll. |kaliumhalt. Ringer] 38,22 120 35,7 
kaliumfreier Ringer 21,9 — 38,6 
Rubidium-Ringer 35,2 — 1,8 
IX. kaliumhalt. Ringer | 38,30 60 26,2 
kaliumfreier Ringer 16,6 — 36,7 
Rubidium-Ringer 27,0 + 3,1 
XXVIII. | kaliumhalt. Ringer | 38,64 60 10,8 
kaliumfreier Ringer 6,8 36,8 
Cisium-Ringer 6,8 36,8 
XXIX. | kaliumhalt. Ringer} 38,88 120 13,7 
kaliumfreier Ringer 8,5 — 37,9 
Cisium-Ringer 8,5 — 37,9 
XXXII. | kaliumhalt. Ringer | 38,80 60 8,1 
Natrium-Ringer 8,05 — 0,6 
gegeben hat und zwar von Uranylnitrat 10,5 mg pro Liter, 


von Thoriumnitrat 21 mg pro Liter und von Thoriumhydroxyd 
21 mg pro Liter. Weiterhin wurden Versuche angestellt mit 
Thoriumemanation und Radiumemanation. Dabei wurde so 
vorgegangen, daB bei der Thoriumemanation in einer Wasch- 
flasche die Aufschwemmung eines wirksamen Thoriumpriparats 
in Wasser lingere Zeit stehen gelassen wurde, in einer zweiten 
Waschflasche Ringerlésung und der dariiber stehende freie 
Raum mit einer Olpumpe evakuiert wurden, und unmittelbar 
vor dem Versuch die emanationshaltige Luft aus der ersten 
Waschflasche in die evakuierte Ringerlésung in der zweiten 
eingesaugt wurde. Mit dieser emanationshaltigen Fliissigkeit 


wurde die Zellaufschwemmung im OxydationsgefiBe in ver- 
schiedenen Mengenverhiltnissen beschickt. 


In der gleichen 
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Tabelle 4. 
aHOlS Gleaa | ECS 
Versuchs- cs; e- 23/1235 S34 
; Nihrlésung SSfioe | eR |S ee. 
Nr. ss-| ea) sn) Mesd 
rPos|o gifs |S on 5 
rae «See ve <n > —_ TN jae. > 
X. kaliumhaltiger Ringer 38,55 | 120 | 35,3 
kaliumfreier Ringer 25,0 | — 29,8 
Uranylnitratringer . 20,4 | — 42,2 
XI. kaliumhaltiger Ringer 38,55 60 | 18,1 
kaliumfreier Ringer 12,7 29,8 
Uranylnitratringer . 12,2 — 32,5 
XI. kaliumhaltiger Ringer 38,59 60 | 19,4 
kaliumfreier Ringer 14,0 | — 27,6 
Uranylnitratringer . 11,1 — 42,7 
XIV. | kaliumhaltiger Ringer 38,74 60 | 14,8 
kaliumfreier Ringer 9,7 | — 34,5 
Thoriumnitratringer 8,2 | — 44,6 
XV. kaliumhaltiger Ringer 88,73 | 120 | 27,2 
kaliumfreier Ringer 18,3 | — 32,6 
Thoriumnitratringer 15,4 | — 43,4 
XVII. | kaliumhaltiger Ringer 38,88 | 120 | 18,8 
kaliumfreier Ringer . . . 12,6 | — 32,8 
koll. Thoriumhydroxydriug. 9,7 | — 48,4 
XXXIV. | kaliumhaltiger Ringer 39,01 60 5,8 
kaliumfreier Ringer 3,9 | — 82,6 
Thoriumemanat.-R. gesiitt. . 1,8 ~ 69,0 
XXXV. | kaliumhaltiger Ringer 39,00 | 60 8,0 
kaliumfreier om ae 5,0 | — 37,4 
Thoriumemanat.-R. gesiitt. 1,1 | — 86,2 
XXXVII.| kaliumhaltiger Ringer 39,00 | 60 9,9 
Thoriumemanat. gesitt. R. . 1,6 | — 83,8 
Thoriumemanat. 1:3 Ringer 6,2 | — 37,5 
Thoriumemanat. 1:30 ,, 9,5 — 4,0 
Thoriumemanat. 1:150 ,, 10,0 | + 1,0 
XXXVII.] kaliumhaltiger Ringer 39,03 | 120 | 17,3 
Thoriumemanat. gesatt. R. . 2,0 | — 88,4 
Thoriumemanat. 1:3 Ringer 12.2 | — 29,4 
Thoriumemanat. 1:30 _,, 16,1 — 6,7 
Thoriumemanat. 1:150 ,, 17,4 + 1,4 
XXXVI. | kaliumhaltiger Ringer 39,04 | 60 8,1 
kaliumfreier Ringer 5,7 | — 29,6 
Radiumemanationsringer 1,2 | — 85,4 
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Weise wurde auch Radiumemanationsringer dargestellt. Das 
hierzu erforderliche Radiumpraparat verdanke ich der Liebens- 
wiirdigkeit des Herrn Privatdozent Dr. Holthusen, Heidelberg. 

Die Tabelle 4 zeigt, daB die w-Strahler nicht in der 
Lage sind, den Kaliumverlust zu decken. Sie setzen 
sogar dariiber hinaus noch die Oxydationsgeschwin- 
digkeit betrichtlich herab. Ihre Wirkung ist unabhingig 
von der Art ihrer Lésung. Das kolloidal geléste Thorium- 
hydroxyd beeintrichtigt ebenso den Sauerstoffverbrauch wie 
das molekulardisperse Thorium- und Uranylnitrat und wie die 
gasformige Radium- und Thoriumemanation. Die letzteren 
sind ihrer Zerstérungswirkung nach am stirksten. Die Do- 
sierung der Thoriumemanation ist infolge ihrer geringen Halb- 
wertszeit véllig ungenau, aber der Versuch zeigt, daB Ema- 
nation auch in kleinsten Mengen niemals imstande 
ist, eine Beschleunigung der Oxydationsgeschwindig- 
keit hervorzurufen. Auf dieser zerstérenden Wirkung der 
a-Strahler beruht vielleicht auch das von Zwaardemaker 
beobachtete Aufhéren der Herzaktion bei Zusatz von a-Strah- 
lern zur kalium- oder rubidiumhaltigen Durchspiilungsfliissig- 
keit, eine Erscheinung, die er als Antagonismus von e@- und 
8-Strahlern bezeichnet. 

Eine letzte Priifung galt schlieBlich noch der Sensibili- 
sierung durch fluorescierende Substanzen, da unter Umstiinden 
von ihnen eine Aufklirung iiber den Mechanismus etwaiger 
Strahlenwirkung zu erhoffen war. In Anwendung kamen analog 
den Zwaardemakerschen Untersuchungen Fluoresceinnatrium 
von Merck und kaliumfreies Eosin der gleichen Provenienz. 

Die Tabelle 5 zeigt, daB Fluorescein auch in den klein- 
sten Mengen stets die Atmung schidigt, wahrend das 
Eosin in gréBeren Konzentrationen hemmend, in 
kleinen férdernd wirkt. Ob es sich bei dieser Férderung 
um eine unmittelbare Beeinflussung des Oxydationsvorganges 
handelt, oder ob eine Sensibilisation der Kaliumwirkung 
durch Fluorescenz vorliegt, ist nicht sicher zu entscheiden, 
da ein volliges Ausschalten des Kaliums aus dem Versuch 
nicht mdglich ist. Doch sprechen die beiden letzten Ver- 
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Tabelle 5. 
280/3 s/e4 |Byee 
Versuchs Seaulz2sis si“ssa 
= Nihrlésung sSf(oa|e2 ¢ EB mM 
Nr. plied can ace Eee 
Forel aip Ss |S2G5 
Beh _ S eel > i NM jen) > 
XXII. kaliumhaltiger idiots . . | 38,80 |] 60 9,5 
Fluorescein-R. (100mg p. L.) 1,7 — 82,1 
Kosin-Ringer (900 mg p. L.) 1,8 — 81,1 
XXII. | kaliumhaltiger Ringer . . | 38,73 | 60 8,6 
Fluorescein-R. (10 mg p. L.) 3,2 — 62,8 
Eosin-Ringer (90 mg p. L.). 9,5 + 10,4 
XXIV. | kaliumhaltiger Ringer . . | 38,76] 60 11,6 
Fluorescein-R. (2 mg p. L.) 9,5 — 18,2 
Eosin-Ringer (18 mg m Ts) 13,1 + 12,2 
XXYV. | kaliumhaltiger Ringer . . | 39,01 | 60 9,0 
Fluorescein-R. (1 mg p. L.) 7,1 — 21,2 
Eosion-Ringer (45 mg p. L.) 10,8 + 19,6 
XXVI. | kaliumhaltiger Ringer . . | 38,78 | 60 | 10,9 
Fluorescein-R. (0,2 mg p. L.) 7,5 — 31,4 
XXVII. | kaliumhaltiger Ringer . 38,92 | 60 9,3 
Fluorescein-R. (0, O11 mg p. L.) 6,6 — 29,0 
XXX. | kaliumhaltiger Ringer . . | 38,90] 60 7,0 
kaliumfreier Ringer . . . 4,4 — 37,1 
kaliumfreier Eosin-Ringer . 7,0 +0 
XXXI. | kaliumhaltiger Ringer . . | 38,10 | 60 8,9 
kaliumfreier Ringer . . . 5,9 — 33,6 
kaliumfreier Eosin-Ringer . 9,2 + 8,1 

















suche, XXX und XXXI, bei denen der Kaliumgehalt durch 
Verwendung kaliumfreien Ringers stark herabgesetzt war, da- 
fiir, daB die Wirkung des Eosins auf den Atmungsvorgang un- 
abhiingig von der Kaliumwirkung ist. 


Zusammenfassend sagen die Versuche etwa folgendes: 


1. Fiir die Sauerstoffatmung der Blutzellen ist 
das Vorhandensein von Kalium in der Nahrlésung un- 
bedingtes Erfordernis. Durch Herabsetzung der Ka- 
liumkonzentration wird der OxydationsprozeB erheblich 
herabgesetzt. Durch Vermehrung des Kaliumgehaltes 
wird er zunichst erhéht, nimmt aber bei stirkerer Ver- 
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mehrung wieder ab. Das Kalium kann durch Rubidium 
ersetzt werden, ein Ersatz durch Cisium ist nicht 
méglich. 

2. Die radioaktiven Substanzen, die aw-Strahlen aus- 
senden, sind nicht in der Lage, bei dem Atmungsprozeb 
der roten Blutkérperchen die Wirkung des Kaliummangels 
auszugleichen. Sie schadigen alle den Oxydationsvor- 
gang, unabhingig von der Art ihrer Anwendung als Ion, als 
Kolloid oder in Gasform. Dabei kommt auch kleinsten 
Mengen nie eine férdernde Wirkung zu. 

3. Fluorescein schidigt selbst in kleinsten Konzentrationen 
den OxydationsprozeB, Kosin schidigt in groBen Konzentrationen 
und férdert in geringen Mengenverhiltnissen die Blutkérperchen- 
atmung. Diese férdernde Wirkung scheint unmittelbar und 
unabhingig von der Kaliumwirkung zu sein, 

4. Ob die Rolle des Kaliums bei der Sauerstoff- 
atmung der roten Blutkérperchen eine Wirkung seines 
Ions, oder eine Wirkung seiner radioaktiven Eigen- 
schaften ist, bleibt unentschieden, doch kénnen Belege 
fiir die letztere Ansicht nicht beigebracht werden. Die von 
Zwaardemaker aufgestellte Theorie fiir die biologi- 
sche Wirksamkeit des Kaliums sowie fiir die Ersetz- 
barkeit desselben durch andere radioaktive Sub- 
stanzen hat fiir die Beeinflussung der Oxydations- 
geschwindigkeit von Vogelblutzellen keine Giltigkeit. 








Zur Kenntnis der Tannase. 
Von 


Karl Freudenberg und Erich Vollbrecht. 
(Mit 3 Figuren im Text.) 





(Mitteilung aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1921.) 


Die chemischen Verfahren des Gerbstoffabbaus sind vor 
einigen Jahren’) durch die enzymatische Spaltung erginzt 
worden, die sich immer unentbehbrlicher erweist, je weiter die 
Aufklarung struktureller Einzelheiten im Gerbstofigehiete fort- 
schreitet. Mit Hilfe der Tannase aus Aspergillus niger ist die 
Chlorogensiure des Kaffees als ein Depsid?) erkannt, ein neuer 
Zucker aus Hamameli-Tannin8) isoliert worden. An der Di- 
galloylglucose aus Chebulinsiure‘) lieB sich zeigen, daB mittels 
der T'annase auch die quantitative Bestimmung von Spalt- 
stiicken méglich ist. 

Untersuchungen an den Gerbstoffen der Edelkastanie') 
und Kiche®) stellten an das Enzym die neue Forderung, Ellag- 
siure aus ihrer esterartigen Bindung herauszulésen. Der Vor- 
gang verlangt groBe Enzymmengen, da er sich sehr langsam 





1) Historisches iiber Tannase: vgl. K. Freudenberg, Die Chemie 
der natiirl. Gerbstoffe S. 48, Berlin 1920. 

*) Chem. Ber. Bd. 53, S. 232 (1920). 

8) Chem. Ber. Bd. 52, 8.177 (1919); mit D. Peters Bd. 53, 8.953 (1920). 

4) Mit Br. Fick, Chem. Ber. Bd. 53, S. 1728 (1920). 

°) Mit H. Walpuski, Chem. Ber. Bd. 54, Septemberheft, (1921). 

*) Mit E. Vollbrecht, unveréffentlicht. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 19 
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volizieht und dennoch im priparativen MaBstabe ausgefiihrt 
werden muB. 

Infolgedessen wurde es nétig, die Bereitung der Tannase 
zu verbessern und eine vorteilhaftere Ausniitzung ausfindig zu 
machen, Den Anfang hierzu bildet diese Mitteilung. Zunichst 
wird ein Verfahren beschrieben, das die Wirksamkeit der 
Tannasepraparate zu messen gestattet. Es wird in Zukunft 
dazu dienen, die Ausbeute an T'annase systematisch zu erhdhen. 
Einstweilen ist es gelungen, sie gegen friiher auf das sechs- 
fache zu steigern. Die neue Vorschrift zur Abscheidung der 
Tannase wird der Beschreibung des Bestimmungsverfahrens 
folgen. 


1. Die quantitative Bewertung der Tannase. 


Fiir die Auswahl des Verfahrens ist maBgebend die 
Zuginglichkeit des Gerbstoffs, an dem die Spaltung beobachtet 
werden soll, und das analytische Kennzeichen fiir den Fort- 
schritt der Reaktion (Anderung der Drehung, des Siure- 
gehalts usw.). Bei den friiheren Untersuchungen ist der Ver- 
lauf einer Spaltung mit Tannase zum erstenmal am Hama- 
meli-T'annin, das wahrscheinlich eine Digalloylhexose ist, danach 
an der Digalloylglucose aus Chebulinsiure zahlenmaBig ver- 
folgt worden. Beide Gerbstoffe, die dem Typus der Gallipfel- 
tannine angehoren, sind krystallinisch und haben infolgedessen 
den Vorteil, wohldefiniert zu sein. Ihr optisches Drehungs- 
vermégen kénnte zur analytischen Kennzeichnung des Abbaues 
dienen, wenn nicht verschiedene Hindernisse im Wege stiinden. 
Die einen sind praktischer Art und bestehen in der Unzuging- 
lichkeit dieser Gerbstoffe, insbesondere des Hamameli-Tannins, 
ferner in ihrer geringen Léslichkeit, die eine genaue polari- 
metrische Beobachtung erschwert. Zudem triiben und farben 
sich die Lésungen oft beim Abbau, besonders wenn Puffer 
zugegen sind. Theoretische Schwierigkeiten entstehen bei 
diesen Gerbstoffen dadurch, daB der Abbau iiber Monogalloyl- 
hexosen von unbekanntem Drehungswerte hinwegfiihrt. Zu- 
nichst den genannten Gerbstoffen kommen die Gallapfeltannine 
in Frage. Sie sind zwar zuginglich und léslich, aber sie zeigen 
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die tibrigen Schwierigkeiten in erhéhtem MaBe, zu denen noch 
der Ubelstand kommt, daB diese Gerbstoffe amorph sind und 
kein gleichmaBiges Drehungsvermégen aufweisen. Die polari- 
metrische Beobachtung verbietet sich demnach bei allen zur 
Wahl stehenden Gerbstoffen. 

Eine bessere Handhabe bildet der Anstieg des Siure- 
gehalts, der bereits bei den friiheren Versuchen titrimetrisch 
verfolgt wurde. Dieses Verfahren hat allerdings den Nachteil, 
daB weder bei der giinstigsten, noch iiberhaupt bei gleich- 
bleibender Wasserstoffionenkonzentration gearbeitet werden 
kann, weil aus nachher mitgeteilten Griinden Puffer nicht an- 
wendbar sind. Der Reaktionsverlauf weicht infolgedessen von 
der Norm eines monomolaren Vorgangs ab und ergibt auch 
keine einfache Zahlenbeziehung zwischen Enzymmengen und 
Zeiten gleichen Umsatzes; aber andererseits macht uns 
dieses Verfahren unabhingig von den kostbaren krystalli- 
nischen Gerbstoffen, da es auch einfache Gallussiureester, 
wie den schén krystallisierenden Methylester, heranzuziehen 
erlaubt. 

Die Tannase wirkt auf diesen Ester wie auf einen Gerb- 
stoff. Die folgende Tafel zeigt die Kinwirkung gleicher Enzym- 
mengen auf 1,000 g Tannin, 1,082 g Gallussiuremethylester 
und 1,423 g Digalloylglucose. Diese Stoffe wurden wasserfrei 
gewogen und in 300 ccm Wasser gelést; das Mengenverhiltnis 
ist so gewihlt, daB jede Lésung nach beendetem Abbau 
1/,°/, Gallussiure enthalten wiirde.’) Diese Konzentration 
wurde bereits friher als geeignet gefunden, um den 
Abbau des Hamameli-Tannins?) und der Digalloylglucose’) 
praktisch zu Ende zu fiihren. Zum Schutz gegen Keime 
wurde bei diesem wie bei allen folgenden Versuchen Toluol 
zugesetzt. 

Spaltung bei 30° und gleicher Enzymmenge. Titration 
in 20 ccm. 





1) Solche Lésungen werden im Folgenden als Lésungen von 
'/, Gallussiureprozent oder kurz als */, °/, ig bezeichnet. 

*) Mit D. Peters, a. a. O. 

8) Mit Br. Fick, a.a. 0. 


19* 
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Stunden 10 24 48 12 168 

0/ | 0) 0/ o/ o/ 

0 0 0 0 i 0 

n/40 Ab- n/40 Ab- n/40 Ab- n/40 Ab- n/40 Ab- 

com) bau | °°™ | bau | °°™| bau | °°} bau | %™ | bau 
1,423 g Digalloyl- 

glucose . . .|3,20| 19,2] 4,80 | 29,9] 6,45 | 40,0 | 7,80 | 48,5 | 11,80 | 74,0 

1,082 g Ester. .| 2,25 | 18,1 | 3,40 | 20,5 | 4,80 | 29,9 | 6,05 | 37,4] 10,30 | 64,5 
1,000 g Chines. 

Tannin. . .]1,65| 8,0] 1,90| 11,0] 2,30] 13,5 | 3,85 | 23,7 | 12,90 | 81,0 





Die Titration und Berechnung wurde nach den weiter 
unten geschilderten Verfahren ausgefihrt. Das Ergebnis wird 


durch die Figur 1 anschaulich. 
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Figur 1. 


Die Wirkung auf den Gallussiuremethylester legt dem- 
nach bis zu ungefahr 50°/, Spaltung zwischen der Wirkung 
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auf Tannin und auf Digalloylglucose. Bei anderen Tannase- 
praparaten und bei 40° wurden dieselben Verhiltnisse ange- 
troffen. An der Tanninspaltung fallt der erst langsame, dann 
um so schnellere Verlauf ins Auge. Der Grund dirfte in dem 
komplizierten Bau dieses Gerbstoffs zu suchen sein. Erst 
wenn das Riesenmolekiil in zahlreiche Bruchstiicke zerfallen 
ist, die ihrerseits weiter spaltbar sind, steigt die Reaktions- 
geschwindigkeit rasch an. 

Wir entnehmen aus dem Versuchsergebnis die Berechti- 
gung, den Galluss’iuremethylester zur Bewertung der Tannase- 
wirkung zu gebrauchen. 





Zur Titration werden Lésungen verwendet, die mit aus- 
gekochtem destilliertem Wasser bereitet sind und 1/, oder 1/,°/, 
Gallussiure in gebundenem oder freiem Zustande enthalten. 
20 ccm werden aus einer Biirette, die 0,05 ccm noch an- 
zeigt, so lange mit n/40-Natronlauge versetzt, bis ein Tropfen 
der Lésung blaues Lackmuspapier nicht mehr rétet und rotes 
gerade wahrnehmbar blaiut. Zur Beobachtung ist volles Tages- 
licht nétig und kriaftig gefarbtes Lackmuspapier, das sich als 
der geeignetste Indikator erwiesen hat. Bis der so bezeichnete 
Punkt sichtbar wird, muB eine gewisse Menge Lauge auch 
dann zugesetzt werden, wenn der in der Liésung enthaltene 
Ester noch unveraindert ist. Auch Wasser allein erfordert 
eine bestimmte Menge Alkali, bis die blaue Reaktion deut- 
lich wird. 








20 cem 


Wasser | 9,3617/9') | 0,541°/,”) | 0,833°/, *) 
Ester Ester Tannin 


20 ccm einer Lésung von: 








verbrauchte ecm n/40-Lauge|] 0,45 0,50—0,55 | 0,55—0,60 | 1,05 




















') Entsprechend '/; °/) Gallussiure. 
*) Entsprechend 1/, °/, Gallussiure. 
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Auch Gallussiure (wasserfrei) verlangt mehr Lauge, als 
ihrem Carboxyl zukommt: 

20 ecm einer 1/, °/, igen Lésung brauchen 15,85 cem statt 15,68 ecm n/40, 
20cem ,, ‘"/,% igen  ,, - 23,85ceem ,, 23,53 ecm n/40. 

Will man vergleichbare Werte erhalten, so mu8 demnach 
eine Korrektur angebracht werden, die durch besondere Ver- 
suche ermittelt wird. Je 20 ccm kinstlich bereiteter Ge- 
mische von Ester und Gallussiure, die stets 1/, °/, Gallussiure 
in gebundener oder freier Form enthalten, werden mit 
n/40-Natronlauge titriert. Die erste Spalte gibt die in dem 
Gemisch enthaltene freie Gallussiure an, bezogen auf Gesamt- 
gallussiure = 100; denkt man sich die freie Gallussiure durch 
Spaltung des Esters entstanden, so bedeuten diese Zahlen den 
gegebenen Abbau a in Prozenten. Die zweite Spalte ent- 
halt den durch Titration festgestellten Wert b in n/40-ccm, 
die dritte Spalte denselben Wert auf 0,425 g Gallussiure um- 
gerechnet (b-0,425-5-2 = b-4,25), da 0,425 g Gallussiure nach 
der Theorie 100 ccm n/40-Lauge verlangen. Hier steht dem- 
nach der gefundene Abbau nach Prozenten in erster An- 
niherung. Die vierte Spalte bringt die durchschnittliche 
Differenz zwischen der dritten und der ersten Spalte. Daraus 
ergibt sich, daB allen Werten, die in erster Annaherung 5°/, 
Spaltung und mehr anzeigen, 1°/, abzurechnen ist. Fiir die 
Anfangswerte, die im allgemeinen ohne Interesse sind, ist da- 
gegen der aus der vierten Spalte ersichtliche héhere Abzug 
notig. Die finfte Spalte zeigt, daB nach Anrechnung dieser 
Korrektur die Fehler + 0,7°/, betragen. 

Die Zahlen der sechsten Spalte sind aus einem ent- 
sprechenden Versuche mit einem Ester-Gallussiuregemisch in 
1/, °/, iger Lésung erhalten, die siebente Spalte bringt dasselbe 
fir Tannin-Gallussiure-Mischungen (1/,°/,). Wird beispiels- 
weise durch Titration einer abgebauten 1/,°/, igen Tanninlésung 
b = 1,35 com n/40-Lauge gefunden, so wird diese Zahl mit 
0,425.5-3 = 6,375 multipliziert. Ergebnis 8,6, was laut Spalte 1 
und 7 einen Abbau von 5°/, bedeutet 

Digalloylglucose verhilt sich wie Gallussiuremethyl- 


ester. 
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1 0 1/ 0 
‘/e°/y Esterlésung fi el 
- al lésung | losung 
1 ee ee ee ee 7 
he ae $28) #4 _ | Babe] Babe 
s> So |~s8| @& = Osi olin Sas 
5 oe > S'S | § So a Se Saale SE a, 
<A oF Ses} &s cf “SAS|RB RS 
744 | & « Sate oats 
a b ee Se 2 ale Aas 
0 0,60 2.55 | 2,6 | 3.5 1, 
1 0,75 319 | 22 | 4,1 1,3 
2 0,90 $88 | 18 | 4,7 7,7 
3 1,05 4,47 | 1,5 5,3 8,0 
4 1,25 5,30 | 1,8 6,0 8,3 
5 1,40 5,95 | 1,0 0 6,7 8,7 
6 1,70 _- i: - 3s + 0,2 1,4 9,3 
7 1,80 1,65 | 1,0 — 0,4 8,2 9,9 
8 —- | — |~ 1,0 - 9,2 10,5 
9 — — 1,0 _ usw 11,1 
10 2,65 11,25 | 1, +03 | at+1,2] 11,7 
11 — | =— | 10 | — 12,4 
12 —- | = a a 13,2 
20 5,00 | 21,25 10 | +0, usw. 
30 7,15 | 3040 | 10 | —06 a+1,2 
40 9,50 | 40,30 | 10 | -0,7 
60 14,35 | 61,00 | 1,0 | 0 
90 21,45 | 91,20 10° | +0,2 
100 23,85 | 101,40 10 | +0,4 


Bei den MeBversuchen ist’ vorausgesetzt, daB der Ester 








unter den Versuchsbedingungen gegen Wasser einigermaBen 
bestandig ist. 

Gemisch von Ester und Gallussiure 4:1; 1/,°/,; 30°; 
ohne Tannase. 








20 ecm 





Spaltung in °/,. 


verbrauchen cem n/40 








Stunden 
0 | 10 | 24 72 | 168 
3,40 | 3,40 | 3,45 | 3,60 | 3,80 
20,5 | 20,5 20,8 | 21,7 | 23,0 
































Karl Freudenberg und Erich Vollbrecht, 


284 


Der Zerfall schreitet in diesem Bereiche stiindlich nur 
um 0,015 °/, fort und kann vernachlissigt werden. 





Die giinstigste Temperatur wurde in einer Esterlésung 
von */, Gallusséureprozenten bei 25°, 30° und 40° festgestellt. 
Titration in 20 ccm. 















































= a Stunden 
3 8 = 
25 | 6 24 48 96 
$235] 2 — 
ag @ E I Ul 
a § & | cem |°%Ab-|; I II I II I II 
“3 40 | bau 
oo & n/ ss - Pe es ee 
25] 1,15 | 6,1 | 2,50 | 14,7 | 8,50 | 21,2 | 5,25 | 32,2 
0,01 | 30] 1,30 | 71 | 3,10 | 18,6 | 4,80 | 262} 6,40 | 89,6 
40] 1,20 | 6,4 | 2,60 | 15,4 | 3,40 | 20,5 | 5.80 | 35,8 
25 | 1,85 | 10,6 | 3,90 | 23,6 | 5,80 | 35,8 | 7,85 | 48,8 
0,02 | 80] 2,10 | 12,2 | 5,00 | 80,7 | 6,45 | 40,0 | 9,20 | 57,4 
40] 1,95 | 11,2 | 4,20 | 25,6 | 5,95 | 36,7 | 8,90 | 55,5 
25 | 2,80 | 16,6 | 5,10 | 31,2 | 8,00 | 49,8 | 10,45 | 65,4 
0,04 | 30] 3,20 | 19,2 | 7,30 | 45,3 | 9,15 | 57,1 | 12,90 | 81,1 
40 | 2.90 | 17,8 | 6,30 | 39,0 | 8,90 | 55,5 | 12,10 | 76,0 
In allen Fallen hat die Spaltung bei 30° die besten 


Werte ergeben; bei 40° geht sie langsamer von statten, bei 
25° noch langsamer. Das Optimum diirfte nahe bei 33° 
liegen. Nach Pottevin?) soll Tannin von Aspergillusausziigen 
bei 67° am besten gespalten werden. 

Die Konzentration ist ebenfalls nicht gleichgiiltig. In 
zwei Versuchen mit verschiedenen Enzympraparaten wurden 
Esterlésungen von ?/,, '/,, 1 und 2 Gallussiureprozenten bei 33° 
mit so viel Tannase angesetzt, daB stets die gleiche Menge 
Enzym auf 1,082 g Ester kam. Fiir die Titration wurden die 
Lésungen auf 1/, Gallussiureprozente gebracht und in Teilen 
von 20 cem titriert. 


1) C. R. Bd. 181, S. 1215 (1900); Bd. 132, S. 704 (1901). 
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sj Stunden 

g 

| 10 24 48 72 96 120 168 

3S oi a 

a) 1 | I 

aijecm % , IT} Wm] i) i | me Cee Sees oe ae 
© |n/40|Abbau | 

B Ss eet SE | og 

1, 12,25] 18,1 | 3,40 20,5|4,80/ 29,4! 6,05|37,4 10,30|64,5 
1/,})] 8,20) 12,6 [5,40 | 21,9| 7,85 | 32,8|10,15|42,2 15,80]64,0 
1/, 12,45 14,4 | 4,35 | 26,6| 6,20) 38,4 8,55|53,3/12,30| 77,2 

1 |2,20/ 12,8 |8,55| 21,4/5,15/ 31,6 7,30|45,4|11,30/ 70,9 

2 |1,20| 6,5 |2,40| 14,1) 3,55 | 21,4 5,05|31,0| 9,50/59,4 








Die Geschwindigkeit steigt mit der Verdiinnung und 
erreicht bei 1/,°/, den Héhepunkt. Weitere Verdiinnung wirkt 
nicht beschleunigend, sondern eher verzégernd auf den Abbau. 
Infolgedessen werden fiir die MeBversuche Lésungen verwendet, 
die 0,541 g wasserfreien Ester, das sind 0,500 g gebundene 
Gallussiure in 100 ccm enthalten. 


Die Beziehung zwischen Enzymmenge und Unm- 
satz behandelt der naichste Versuch (s. Tabelle S. 287). 


Der Abbau folgt nicht dem Gang der monomolaren 
Reaktion; selbst die Beziehung der umgekehrten Proportio- 
nalitit zwischen Enzymmenge und Zeiten gleichen Umsatzes 
ist nur angenihert vorhanden, und auch das nur in dem 
eng umgrenzten Bereich (in der Tabelle 8. 287 eingerahmt) 
von 1:10 Teilen Tannase bei einer Reaktionsdauer unter 
120 Stunden und einer Spaltung von 30—70°/,. Nur bei 
kiirzerer Kinwirkung kénnen Spaltungen unter 30°/, ein- 
bezogen werden. 

Die Figur 2 veranschaulicht das Ergebnis. Die mit 
0,03 g Tannase erhaltene Kurve wurde nach dem Proportio- 
nalititsprinzip auf die verschiedenen Enzymmengen des Ver- 





1) Unverdiinnt titriert. 

















[2 oe _»p—o— berechnete Kurven 
— | ad — —_ a os -—- 


—x——-x- gefundene ” 
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gu A, SOO 
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72 Stunden 120 


Da also keine strenge Proportionalitét vorliegt, oder mit 


anderen Worten, das Produkt aus Knzymmenge und Zeiten 














suchs umgerechnet. Der Vergleich der so erhaltenen Kurven mit 
den gefundenen lehrt, daB die errechneten Werte bei gréBerer 
Tannasemenge im allgemeinen ein wenig hinter den gefundenen 
zuriickbleiben, daB aber, und zwar in erhéhtem MaBe, das 
Umgekehrte bei den geringeren Enzymmengen der Fall ist. 
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Figur 2, 
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8 0,5, g Tannase, auf 1,082 g Ester bezogen. 
: ie Sa | a i 
2 30° 0,100 | 0,050 | 0,040 | 0,030 | 0,010 | 0,005 | 0,002 
ie ERT, “or | | | 
se = Mesias a | 
@ P I n/40-cem | 5,70 | 3,15 | 
x II °/, Abbau Sn ici 12,4 | | | 
a I 8,00 | 5,30] 4,45! 3,40) 1,50} 1,00 | 0,75 
| } 
II 33,0 9 21,8 | 17,9 | 13,4 | 5,4 3,0 | 1,0 
| ke I 12,8 | 865! 7,651 615 | 2,75 | 1,55 | 1,00 
? II 58,5 | 35,8 | 31,5 § 25,2 | 10,3 5,6 3,0 
ge | ee | 
y i I 16,55 | 11,90 | 11,15 | 9,55] 4,70 | 
we II 69,4 | 49,6 | 46,3 | 39,6 19,0 | | 
Ff Seeneamen | 
q wi I 18,75 | 14,40 | 13,35 | 11,55 | 6,0 3,20 | 1,75 
a II 78,5 | 60,2 | 55,7 | 48,2 97245 | 126 | 6,5 
j eee ered ES | 
» 
S| sia I 21,45 | 17,90 | 16,25 | 14,40 | 7,80] 3,75 | 2,00 
8 Il 90,1 | 74,9 [68,0 | 60,2 | 32,1 § 14,9 | 7,5 
| a I 22.65 | 20,35 | 18,65 | 16,75 | 9,60! 4,30) 2,25 
II 95,1 | 85,5 | 78,2 | 70,2 | 39,8 | 17,4 | 8,6 
| ai 23,75 | 22,65 | 20,65 | 18,65 | 11,45 4,90 | 2,55 
\ , II 99,6 | 95,2 | 86,7 | 78,2 | 47,7 | 198 | 9,8 


gleichen Umsatzes nicht geniigend gleichbleibt, mu8 die Zeit 
als Variable ausgeschaltet werden. Dies geschieht durch die 
Aufstellung einer ,,24-Stunden-Kurve’. Der Umsatz, den ver- 
schiedene Mengen ein und desselben T'annasepraparates in 
24 Stunden bewirken, wird auf der Ordinate aufgetragen, die 
Menge auf der Abszisse (ig. 3). 

33°; 1/, Gallussiureprozent; 24 Stunden. 




















Tannasemenge | 0,01 {0,014] 0,02 | 0,03 | 0,04 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 0,08 | 0,10 
pra. | Verbr. | 5 051 6,651 8,45/11,10]12,80]14,25/15,45]16,45]17,85|19,05 
acid ' ecm n/40 ’ ? ? ? ? ? ? ? ’ ? 
parat Abb 
oe oo 20,5 127,3 134,9 [46,2 153,4 [59,5 64,7 |69,0 |72,7 |80,0 
Verbr. = 9 
Pri- cem n/40 2,75 6,15] 7,65) 8,65 12,8 
parat Abb 
I a au 110,3 25,2 |81,5 135,8 58,5 
0 
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Soll Praparat IIT mit I verglichen werden, so braucht nur 
der Umsatz einer beliebigen Menge von II bei 33° in 24 Stun- 
den festgestellt und auf der Kurve I aufgesucht zu werden. 
Alsdann kann man unmittelbar ablesen, welche Menge des 
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51014420 30 40 50 60 70 60 


Figur 3. 


Praparates I der angewendeten von II entspricht. Stellt man 

den Versuch mit verschiedenen Mengen des Priparates IJ an, 

so muB sich in allen Fallen dasselbe Verhaltnis ergeben. 
0,010 g Tannase I entspricht 0,024 g II; 


0,014 4 19 I ? 
0,0200¢ , JI e 
0,080¢ , JI . 


0,040 g i I 


”? 


0,034 g II; 
0,048 g II; 
0,074 g IT; 
0,099 ¢ il; 


Die Bestimmung ist innerhalb + 2°/, 





II: I = 2,40 
Il: I = 2,48 
II:I = 2,40 
IT: I = 2,46 
Il: I = 2,48 
genau. 
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In der folgenden Definition wird eine enge Anlehnung 
an die Bestimmungsverfahren gesucht, wie sie von C. O’Sulli- 
van und F. W. Tompson, von H.v. Euler sowie R. Willstatter 
und ihren Mitarbeitern fiir andere Enzyme ausgebildet worden 
sind.') Wie bei den genannten Autoren fuBt unsere Definition 
auf der halben Spaltung. Die Tannase 148t sich aber nicht, 
wie jene Enzyme, an der Zeit bewerten, in der sich diese 
Spaltung vollzieht; sie kann nicht nach einem Zeitwerte ge- 
messen werden. Wir nennen den zahlenmafigen Ausdruck 
fir die Wirksamkeit eines Tannasepraparates seinen Spaltwert 
und definieren folgendermaBen: 

Der Spaltwert eines Tannasepraparates ist gleich der An- 
zahl Milligramme, die nétig sind, um bei 33° in 24 Stunden 
1,082 g_ wasserfreien (Gallussiuremethylester (entsprechend 
1,000 g Gallussiure), in 200 ccm Wasser gelést, zur Hialfte 
zu spalten. Das Priparat I hat den Spaltwert 35,4, das 
schwichere Priparat IJ den Spaltwert 86. 

Zur Bestimmung des Spaltwertes an einem Priparate un- 
bekannter Starke wird eine Probe in der vorgeschriebenen 
Weise angesetzt, 50 ccm geniigen (2 Titrationen). Liegt die 
gefundene Spaltung zwischen 20 und 65°/,, so laBt sich der 
Spaltwert aus der KurveI ablesen. Liegt das erste Spalt- 
ergebnis auferhalb des angegebenen Bereichs, so ist der Ver- 
such mit entsprechend verinderter Tannasemenge zu wieder- 
holen. Die Bestimmung wird in den meisten Fallen genau 
genug sein. Es gelingt jedoch leicht, den zweiten Versuch in 
die Nahe von 50°/, Spaltung zu fiihren und alsdann einen 
dritten so anzusetzen, daB er hart an 50°/, trifft, und mit dem 
zweiten Versuche den Wert 50 einrahmt. Alsdann ist der 
Spaltwert unabhingig von der hier mitgeteilten Kurve I 
ermittelt. 

Die Gegenwart von Puffern oder ihnlich wirkenden 
Zusitzen, wie z. B. Natriumgallat oder -acetat setzt die Schirfe 
der Titration so sehr herab, daB die Verwendung solcher 


—_— ee 


1) Vgl. R. Willstitter, Tr. Oppenheimer, W. Steibelt, Diese 
Zs. Bd. 110, S. 283 (1920). 
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Mittel ausgeschlossen ist. Die der Tannase beigemengten 
Salze beeinflussen weder den Gang des Abbaus noch die Ti- 
tration. Wir haben uns davon iiberzeugt, indem wir Abbau- 
versuche mit gut wirkender Tannase in Gegenwart groBer 
Mengen eines unwirksam gewordenen Tannasepriparates und 
ohne diesen Zusatz ausfiihrten. Sollte sich unser Titrations- 
verfahren beim weiteren Studium der Tannase als unzureichend 
erweisen, so wird sich ein Ausweg in der elektrometrischen 
Titration finden, die gewisse Puffer zulaBt. Bis jetzt liegt kein 
Grund dafiir vor. 

Bei der priaparativen Verwendung der Tannase ist die 
Regulierung der Wasserstoffionenkonzentration natiirlich von 
groBer Bedeutung. Der Abbau des Methylesters wird be- 
schleunigt, wenn der gréBere Teil der entstandenen Saéure von 
Zeit zu Zeit abgestumpft wird. 


2. Bereitung der Tannase, Eigenschaften und Beimengungen. 


Der Pilz wurde friiher auf Tannin geziichtet, das wir zu- 
nichst durch Gallipfelausziige ersetzen konnten. SchlieBlich 
wurden die billigeren Myrobalanen vorgezogen, die auBer Gerb- 
stoffen der Tanninklasse (z. B. Chebulinsiure) groBe Mengen 
gebundener Ellagsiure enthalten, auf deren Abspaltung es uns 
bei den Versuchen am Eichengerbstoffe vor allem ankommt. 
Ob die Abspaltung der Ellagsiure der Wirkung auf den 
Methylester parallel geht, kénnen wir nicht mit Sicherheit 
sagen. Der Augenschein lehrt, daB dies der Fall ist. Wir 
werden demnichst beweisen?), daB die Ellagsiure im Eichen- 
gerbstoffe esterartig gebunden ist. Die Tannase wirkt also 
auch hier als wasserlisliche Esterase, ebenso wie gegeniiber 
den Tanninen, dem Gallussiuremethylester, der Chlorogen- 
siiure*) sowie dem Salicylsiure-Phenyl- und -Methylester.*) 

600 g grob gemahlene Myrobalanen werden in 3 Liter 





1) In den Chem. Ber. 

*) Die ein Ester der Kaffeesiure mit einem Hydroxyl der China- 
siiure ist. Chem. Ber. Bd. 53, S. 232 (1920). 

5) Pottevin, C. R. Bd. 181, S. 1215 (1900); Bd. 132, S. 704 (1901). 
Pottevin benutzte Aspergillusausziige. 
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Leitungswasser 10 Minuten gekocht, danach wird abgegossen 
und der Riickstand noch 3—4mal mit je 2 Liter hei® aus- 
gezogen. Statt dieser Lésungen kénnen auch technische Myro- 
balanenextrakte in der entsprechenden Verdiinnung verwendet 
werden, vorausgesetzt, daB sie keine giftigen Zusitze enthalten. 
Die Flissigkeit wird mit der Lésung von 300 g Ammonium- 
sulfat, 9 g Dikaliumphosphat und 3 g Magnesiumsulfat versetzt 
und auf 12 Liter aufgefillt. Mit der Lésung werden flache 
Schalen derart angefiillt, daB die Schichtdicke mindestens 4 cm 
betrigt. Auf diinnerer Schicht wichst der Pilz schlecht. Nach 
dem Animpfen mit Aspergillus niger bleibt die Fliissigkeit 
leicht bedeckt im Dunkeln bei 28—32° stehen. Die Gefahr, 
daB andere Pilze tiberhandnehmen, besteht nicht. Bei spi- 
teren Versuchen geniigt es, die entleerten Schalen ohne Reini- 
gung wieder zu verwenden, um stets geniigend reine Kulturen 
zu erhalten. Nach etwa 4 Tagen wird der mit einem Anflug 
von Sporen iiberzogene Pilz abgehoben, mit 6 mal erneuertem 
Wasser durchgeknetet und jedesmal mit der Hand ausgepreBt. 
Diese MaBnahme erleichtert die spitere Filtration. Der feuchte 
Pilz wird mit 1 Liter Wasser und 1 ccm Toluol zu einem diinnen 
Brei angerieben und 24 Stunden unter hiufigem Umriihren bei20° 
sich selbst tiberlassen. Wahrend der ersten 8—10 Stunden tritt 
Siure aus; sie wird alle 2—3 Stunden mit kalt gesittigter 
Bariumhydroxydlésung (insgesamt etwa 10 ccm) vorsichtig ab- 
gestumpft. Durch diese MaBnahme, die der Maltasebereitung (Neu- 
tralisationsverfahren) von R. Willstaitter, Tr. Oppenheimer 
und W. Steibelt!) nachgebildet ist, erhéht sich die Ausbeute 
an Tannase auf das Vielfache. Nun wird durch eine Lage 
Kieselgur abgesaugt und gewaschen. Das Mycel wird erneut 
mit +/, Liter Wasser und 3/, com Toluol angeriihrt und nach 
2 Stunden abfiltriert. Die vereinigten Ausziige werden im 
Vakuum auf 50—60 ccm eingeengt, durch Kieselgur geklart 
und mit dem 5fachen Volum absoluten Alkohols versetzt. Die 
Tannase fallt in hellen Flocken, die sich nach einigem Schiit- 





) Diese Zs. Bd. 110, S. 232 (1920). Mit Chloroform haben wir 
keine so giinstigen Ergebnisse erzielt. 
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teln filtrieren lassen. Das Praparat wird noch 2mal in 
20—30 ccm Wasser gelést und mit dem 5 fachen Volum ab- 
soluten Alkohols gefallt. Zuletzt wird mit Alkohol, dann mit 
Ather nachgewaschen und im Exsiccator getrocknet. Falls das 
hellgraue Pulver Fehlingsche Lésung reduziert, muB es noch- 
mals umgefallt werden. Ausbeute 2,5—3,5 g vom Spalt- 
wert 35. 

Das Praparat ist gegen Lackmus neutral und beeinfluBt 
die Titrationsergebnisse nicht, selbst wenn es dem Gallussiure- 
methylester in unverhaltnismaBig groBer Menge zugesetzt ist. 
Die Eisenchloridreaktion ist verschwindend. Mit 3 °/, iger 
Schwefelsiure werden in 2 Stunden bei 100° 24°/, Zucker 
abgespalten, der Fehlingsche Lésung reduziert und ein Osazon 
liefert. Ellagsiure tritt dabei nicht auf. Das Praparat lést 
sich in Wasser klar mit braunlicher Farbe. Altere Praparate 
lésen sich haufig nicht klar, ihre Wirksamkeit ist deshalb nicht 
geringer. 

Bekanntlich enthalten Schimmelpilze die verschiedensten 
Enzyme. Es kam darauf an, festzustellen, ob sie der ‘Tannase 
folgen. Mit Erfolg wurde auf die Enzyme gepriift, die Rohr- 
zucker, Cellobiose, Maltose, Starke und Inulin spalten.’) Dazu 
kommt nach K. Noacks Beobachtung?) ein Rhamnoside (z. B. 
Quercitrin) spaltendes Exzym. 

Damit diirfte jedoch die Zahl der aus dem Aspergillus- 
mycel in die ,,l’annase“ folgenden Enzyme auch nicht an- 
nahernd erschépft sein. 





1) Diese Versuche hat Herr Dr. F. Brauns ausgefiihrt. 
*) Zs. f, Bot. Bd. 13, 8. 179 (1921). 





























Kine einfache und exakte Methode zur direkten 
quantitativen Bestimmung von Acetaldehyd neben Aceton. 


Von 


Wilhelm Stepp und Robert Fricke. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik zu Gielen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. August 1921). 


In einer fritheren Arbeit hatte W. Stepp zusammen mit 
W. Engelhardt’) gezeigt, wie Acetaldehyd, dessen Vorkommen 
in Kérperfliissigkeiten von W.Stepp nachgewiesen wurde’), 
neben dem stets mit ihm auftretenden Aceton durch Modi- 
fizierung verschiedener Methoden (Messinger- Huppert ), 
Embden-Masuda und Ripper-Jolles) quantitativ zu be- 
stimmen sei, Die dort geschilderten Methoden konnten jedoch 
nicht als vollkommen bezeichnet werden, sowohl was die Ge- 
nauigkeit der Resultate, als auch vor allem, was die Dauer 
der einzelnen Versuche anging. Es lag deshalb nahe, nach 
einer anderen, einfacheren und wegen der nur sehr geringen 
in K6rperfliissigkeiten vorkommenden Mengen auch exakteren 
Methode zur Bestimmung des Acetaldehyds neben Aceton zu 
suchen. 


1!) W. Stepp u. W. Engelhardt, Uber die quantit, Bestimmung 
von Aceton und Aldehyd in ein und derselben Fliissigkeit. Biochem. 
Zs. Bd. 111, S. 8 (1920). 

2) W. Stepp, Uber das Vorkommen von aldehydartigen Substanzen 
im Blute von Kranken (Diab. mell., Nierenerkrankungen), A. a, O. 
Bd. 107, S. 60 (1920); ferner W. Stepp u. R. Feulgen, Uber die Iden- 
tifizierung der aldehydartig reagierenden Substanz im Harn von Dia- 
betikern als Acetaldehyd. Diese Zs. Bd. 114, 8S. 301 (1921). 

5) Modifikation der Methode durch G. Embden u. E. Schmitz, 
Handb, d. biochem, Arbeitsmethoden, herausgeg. von E. Abderhalden 
Bad, Ili, 2, S. 913 (1910). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVI. 20 
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I. Bestimmung von Acetaldehyd neben Aceton. 


Hierbei war von vornherein sehr naheliegend der Gedanke 
an eine Ausgestaltung der bekannten Tollensschen Reaktion 
auf Aldehyde zu einer quantitativen Methode, und zwar ein- 
fach in der Art, daB der Aldehyd mit einem Uberschu8 einer 
genau bestimmten Menge ammoniakalischen Silberoxyds oxydiert 
und letzteres zuriicktitriert wurde. Die Methode zeigte, so 
einfach sie scheint, zunachst doch gewisse technische Schwierig- 
keiten. Die nach langeren Versuchen sich ergebende beste Ar- 
beitsweise war folgende: Man versetzt die Acetaldehydlésung mit 
einem UberschuB von "/, ,-Silbernitratlésung, gibt genau die gleiche 
Menge "/,,-Natronlauge hinzu’), und dann in bekannter Weise 
Ammoniak bis zur eben eintretenden Lisung des Silberoxyds. Das 
Gemisch liBt man 5—6 Stunden oder noch besser iiber Nacht?) in 
einer zugekorkten Flasche bei Zimmertemperatur stehen. Am 
nichsten Tage kocht man 2—3 Minuten am RiickfluBkiihler,*) abt 
die Lésung erkalten und filtriert, nachdem nochmals zur Lésung 
etwa ausgefallenen Silberoxyds einige Tropfen konzentrierter 
Ammoniaklésung zugegeben sind, vom ausgefallenen Silber ab. 
Da das oft in sehr feiner Verteilung ausgefallene Silber zum 
Teil leicht die gewéhnlichen Filter passiert, nutscht man die 
Lésung zweckmaBig durch Asbest ab, wobei man regelmiBig 





) Besser noch ist Hinzugabe von etwas weniger Natronlauge, als 
dem Silbernitrat entspricht, da ein Uberschu8 von Natronlauge wegen 
seiner schiidigenden Wirkung auf den Aldehyd unter allen Umstiinden 
zu vermeiden ist. 

2) Dies ist vor allem stets dann zu raten, wenn der NH,-Zusatz 
etwas zu groB geworden ist. 

8) ZweckmiaBig erwirmt man hierbei zuniichst am RiickfluBkiihler 
bis nicht ganz zum Sieden, nimmt dann fiir 3—5 Minuten die Flamme 
weg (um mit dem Silberoxyd noch nicht reagiert habenden Aldehyd nicht 
durch den je nach Kiihlwassertemperatur fiir Acetaldehyd nur unvoll- 
kommen wirkenden RiickfluBkiihler auszutreiben) und kocht dann erst 
die vorgeschriebene kurze Zeit. 

Auch ist streng daraut zu achten, daB die zu kochende Lésung 
nicht etwa nur in flacher Schicht titber dem Boden des Kochkélbchens 
steht, da dann leicht starkes Entweichen von Ammoniak, Uberhitzung 
der Gefi8wand und dadurch bedingte schlechte Wiederauflésbarkeit des 
dann reichlich ausfallenden Aq,O in Ammoniak die Folge sind. 
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ein vollkommen klares Filtrat erhilt. Nach 3 maligem Nach- 
waschen mit ammoniakhaltigem Wasser versetzt man das 
Filtrat mit einem UberschuB von nitritfreier Salpetersiure oder 
auch nitritfreier Schwefelsiure, fiigt einige Kubikzentimeter 
10°/,iger Kisenammonalaunlésung hinzu und titriert mit "/,,- 
Ammoniumrhodanidlésung zuriick. Jedem Kubikzentimeter ver- 
brauchter "/,,-Silbernitratlésung entsprechen 2,2 mg Acetaldehyd. 

Bei strenger Einhaltung dieser Vorschrift kann man ohne 
weiteres eine Genauigkeit der Resultate auf wenige Zehntel 
Milligramm erhalten. Allerdings gibt diese ,,Silbermethode“ 
meist etwas hodhere Werte, als die Bisulfitmethode von 
Ripper. Doch spricht dies wohl nur fiir die gréBere Ge- 
nauigkeit der ersteren; denn bei der angegebenen vorsichtigen 
Arbeitsart ist, wie weiter unten noch naher gezeigt werden 
wird, die Gefahr, daB sich etwa ausgefallenes Silberoxyd zu, 
in Ammoniak schwer léslichen, Teilchen zusammenballt, die 
dann eine stirkere Reduktion zu Silber vortiuschen kénnten, 
iuBerst gering. 

In der folgenden Tabelle I sind die Werte von 12, aus 
vielen anderen wahllos herausgegriffenen Bestimmungen an- 


gegeben: 
Tabelle LI. 


Bestimmungen von Acetaldehyd mit ammoniakalischer Silberlésung. 

















Gehalt der Lésung Nach der ,,Silber- 
Nr. an Aldehyd, bestimmt | methode“ gefundene 
nach Ripper Aldehydmenge 

1 1,8 mg 1,8 mg 
2 86 ., 8.7 ,, 
3 5,4 5, . 5,9 ,, 
4 88 ,, gleiche 9,0 ,, 
5 8,8 ,, Lésung oe. 
6 es . 9,2 ,, 
7 1,3 5, 7,6 ,, 
8 10,4 ,, 10,2 ,, 
9 a7 . ry ae 
10 7,9 ” 8,2 ,, 
11 5,2 BA 45 
12 2.6 4 .. 








Anmerkung: Bei Bestimmung 9—12 wurden vor der Bestimmung 
mit der ,,Silbermethode“ einige Kubikzentimeter einer 1/, °/,igen Aceton- 
lésung zugegeben. 


20* 
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Auf eine Bestimmung des Acetons muB man bei dieser 
Versuchsanordnung allerdings verzichten, da es durch kon- 
zentriertes Ammoniak stark angegriffen wird. Von der Aceton- 
bestimmung wird weiter unten noch die Rede sein. 

Da in allen Fallen des Nachweises von Acetaldehyd in 
KO6rperfliissigkeiten diese Substanz durch Destillation aus dem 
Gemisch der iibrigen, in diesen vorkommenden Stoffen zu trennen 
ist, so erwies es sich als gegeben, die Bedingung der quan- 
titativen Destillation von Acetaldehyd zu studieren: Da Acet- 
aldehyd bereits boi 20,8° siedet, sich also bei Sommertempe- 
ratur praktisch wie ein Gas verhilt, war es hier vor allen 
Dingen wichtig, die beim Erwirmen der Lésung noch vor dem 
Sieden iibergehenden Luftmengen quantitativ von ihrem Gehalt 
an Acetaldehyd zu befreien. Hierzu erwies es sich als not- 
wendig, das von dem Kiihler in die Vorlage hineinreichende 
Rohr tief in Wasser eintauchen zu lassen, wobei man zweck- 
maBig als Vorlage einen schlanken Zylinder verwandte, um 
die von der Luft zu durchperlende Wassersiiule geniigend hoch 
(6—8 cm) gestalten zu kénnen, ohne zuviel Wasser vorlegen 
zu miissen. Hinter diesen durch einen doppelt durchbohrten 
Gummikork zu einer Art Waschflasche gestalteten Zylinder 
war noch ein zweiter Zylinder geschaltet, in welchem ebenfalls 
noch eine bestimmte aber kleinere Menge (10 ccm) Wasser 
vorgelegt war, in die das mit der ersten Vorlage in Verbindung 
stehende Glasrohr ebenfalls tief eintauchte.') Beide Vorlagen 
wurden mit Eis gekiihlt, und zwar erwies es sich als not- 
wendig, die vorgelegten Fliissigkeitsmengen bereits vor dem 
Anziinden der Flamme, also vor der ersten Erwirmung des 
Destillationskolbens 10—15 Minuten griindlich abzukiihlen. 
Die danach beginnende Erwirmung der zu _ destillierenden 
Fliissigkeit mute dann so langsam geschehen, da die aus 
dem LDestillationskolben ausgetriebene Luft die beiden Vor- 
lagen in nicht zu schnellem Tempo durchperlte. Bis zum 
Sieden einer Menge von etwa 100 ccm verflossen bei dieser 


1) Statt des zweiten Zylinders kann natiirlich auch eine eisgekiihlte 
Kugelréhre Verwendung finden. 
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Art des Anheizens 30—45 Minuten. Nach Beginn des Siedens 
wurde +/, der zu destillierenden Fliissigkeit iibergehen ge- 
lassen. Am besten vollzieht sich die Destillation unter Ver- 
wendung eines hohen Fraktionieraufsatzes. 

Bei Beobachtung der genannten Vorsichtsmabregeln gelang 
es, sowohl nach der Bestimmungsmethode von Ripper als 
auch nach der oben geschilderten ,Silbermethode“!) auBer- 
halb der Fehlergrenze dieselben Aldehydwerte im Destillat 
zu erhalten, die man nach der jeweils verwandten Methode 
auch in einer Fliissigkeit erhielt, die in genau denselben 
Mengenverhiltnissen wie die destillierte Fliissigkeit mit Acet- 
aldehyd versetzt war. 


II. Bestimmung von Aceton neben Acetaldehyd. 


Kine bekannte und vorziigliche Methode ist hier die von 
Kmbden und Masuda?) angegebene Zerstérung des Acet- 
aldehyds durch Kochen mit Silberoxyd am Riickflubkihler, 
anschlieBende Abdestillation des restierenden Acetons und Be- 
stimmung des Acetons im Destillat nach der Methode von 
Messinger- Huppert. 

Als eine ebenfalls recht gute Methode zur Bestimmung 
von Aceton neben Acetaldehyd erwies sich die Zerstérung des 
Aldehyds durch kurzes Kochen (8—5 Minuten) mit Fehling- 
scher Lésung, Abdestillieren des zuriickbleibenden Acetons in 
zwei waschflaschenartige, hintereinander geschaltete eisgekiihlte 
Vorlagen (s. 0.) und wiederum Bestimmung des Acetons im 
Destillat nach Messinger-Huppert. Die erhaltenen Werte 
waren meist fast theoretisch, wie aus Bestimmung 4—8 nach- 
folgender Tabelle II hervorgeht.*) 





1) Uberall da, wo gleichzeitig Aceton mit dem Aldehyd zusammen 
vorlag, konnte natiirlich nur die ,,Silbermethode* verwandt werden. 
Diese wurde, wie oben (Tab. I) schon gezeigt, in ihrer Genauigkeit durch 
die Anwesenheit von Aceton nicht im geringsten beeinfluBt. 

2) N. Masuda, Uber das Auftreten aldehydartiger Substanzen bei 
der Leberdurchblutung. Biochem. Zs. Bd, 45, S. 140 (1912). 

3) Versuche einer quantitativen Aldehydbestimmung auf Basis der 
Trommerschen bzw. Fehlingschen Probe fihrten zu keinem be- 
friedigenden Resultat. 
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Tabelle II. 


Bestimmungen von Aceton im Destillat einer wiBrigen Lésung von 
Aceton und Acetaldehyd nach Zerstérung des letzteren durch Kochen 
mit Fehlingscher Lésung am Riickflufkiihler. 














: Im Destillat 
Menge Aceton Dauer des gefundene Menge 
Nr. in der verwandten}| Kochens am Aceton 
Lisung Riickflubkiihler |(nach Messinger- 
Huppert) 
1 14,9 mg 60 Min. 13,8 mg 
2 8,6 ”? 60 ” 8,6 7 
3 14,9 ,, 30. ,, cs i 
4 it » 10 is Bask os 
3D 4,8 ,, er -» ao 
6 4,6 9? 3 ” 4,7 oe] 
7 4,6 ,, 2 4, 4,6 ,, 
8 4,6 ,, ar 48 











SchlieBlich ergab sich noch im Verlaufe unserer Unter- 
suchungen eine recht angenehme Methode zur Bestimmung 
von Acetaldehyd und Aceton nebeneinander in einem Zuge, 
die aber nicht von der Genauigkeit war, wie die schon ge- 
schilderten Methoden. 


III. Gleichzeitige Bestimmung von Acetaldehyd und Aceton 
nebeneinander. 

Zu diesem Zwecke versetzt man das Destillat aus K6érper- 
fliissigkeit, in welchem Acetaldehyd und Aceton enthalten sind, 
mit einem Uberschu8 von n/,o7 Sulberlésung und gibt soviel 
"/,o-Natronlauge hinzu, daB das Silber nicht vollkommen 
ausgefallt wird. Ein Uberschu8 von Natronlauge ist wegen 
der schadlichen Kinwirkung dieser auf den Acetaldehyd durch 
Verharzung usw. zu vermeiden (s. auch oben). Das Gemisch 
laBt man zunichst 11/,—2 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Kin laingeres Stehen verschiechtert die spitere Aceton- 
bestimmung, ein zu kurzes die Genauigkeit der Aldehyd- 
bestimmung. Nach der vorgeschriebenen Zeit kocht man das 
Gemisch am RiickfluBkiihler 8—10 Minuten lang’) und destilliert 
anschlieBend das in der Fliissigkeit enthaltene Aceton in der 





1) Fiir das Kochen gelten hier natiirlich auch die in Anm. 3 8. 294 
angefiihrten VorsichtsmaBregeln. 
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oben beschriebenen Weise in zwei eisgekiihlte Vorlagen iiber, 
wobei man wieder unter Verwendung eines Fraktionieraufsatzes 
etwa }/, der zu destillierenden Fliissigkeit iibergehen 1aBt.’) 
Im Destillat kann sofort das Aceton nach Messinger-Huppert 
bestimmt werden. Die Genauigkeit betrigt hier ebenfalls 
wenige Zehntel Milligramm. 

Der Riickstand wird nach dem Erkalten mit einem Uber- 
schu8 von Ammoniak versetzt, unter Umschiitteln etwas er- 
wirmt?), wieder abkiihlen gelassen, wiederum mit einem Uber- 
schuB von Ammoniak versetzt und durch ein Asbestfilter ab- 
genutscht. Die Verwendung eines Asbestfilters ist hier aller- 
dings nicht so notwendig wie bei der ,,Silbermethode* mit 
Verwendung von ammoniakalischem Ag,O, da das Silber hier 
in gréberer Form sich zu bilden pflegt. Das Filtrat wird 
nach dreimaligem Waschen mit ammoniakhaltigem Wasser 
wieder mit nitritfreier Salpetersiure iibersiuert, mit Hisen- 
ammonalaunlésung versetzt und in bekannter Weise mit 
Ammoniumrhodanidlésung zuriicktitriert (s. oben). 

Die hierbei erhaltenen Werte fiir Aldehyd sind meist um 
ein geringes zu hoch und zwar ist dieser Fehler um so gréBer, 
je gréBer der UberschuB an zugesetzter Silbernitratlésung 
war. Auch bei einem Uberschu8 von 4 ccm Silbernitratlésung 
blieb aber dieser Fehler immer noch in der GréBenordnung 
von ca. 1/,—*/, mg.%) Er ist zuriickzufihren auf eine infolge 
des laingeren Kochens stiirkere Zusammenklumpung des Silber- 
oxyds, das sich im Ammoniak nur schwer wieder lést. Daher 
ist es auch erklirlich, daB der Fehler um so geringer ausfallt, 
je kleiner der UberschuB des zugesetzten Silberoxyds ist. 





1) Am zweckmiBigsten verwendet man hierbei zwei hintereinander 
geschaltete Kiihler, nimlich einen aufsteigenden Kugelkiihler und einen 
daran angeschlossenen absteigenden Schlangenkihler, der in die Vor- 
lage fiihrt. Ersterer dient zuniichst als RiickfluBkiihler und dann, indem 
man ihn einfach leerlaufen liBt, als Fraktionieraufsatz (vgl. Embden u. 
Baldes, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 157 [1912)). 

*) Zwecks leichterer Lésung des durch das Kochen leicht zur Ver- 
klumpung neigenden Ag,O. 

3) Gemessen gegen den Wert einer Bestimmung der gleichen 
Lésung, nur ohne Aceton, nach Ripper. 
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Kine andere Fehlerquelle, die ebenfalls bei den etwas zu 
hohen Werten eine Rolle mitspielen kann ist die, daB bei 
der Destillation an den nicht von Fliissigkeit benetzten Teilen 
der Glaswand des Kdélbchens sich festsetzende Silberoxyd- 
teilchen bei etwa eintretender Uberhitzung der betreffenden 
Stelle Sauerstoff abzugeben vermégen. 

DaB diese Fehlerquellen bei dem soeben geschilderten 
Verfahren trotzdem einen so verhiltnismiBig geringen Fehler 
ergeben, laBt den RiickschluB zu, daB die entsprechenden 
Fehler bei der ,Ammoniaksilbermethode“ wegen des viel 
kiirzeren Kochens und wegen der Anwesenheit des lésenden 
Ammoniaks kaum in Betracht kommen. 

Weiter liegt bei der Silbermethode ohne Verwendung von 
Ammoniak natiirlich auch die Gefahr der nicht ganz voll- 
stindigen Oxydation des Aldehyds vor, da das Silberoxyd hier 
nicht molekular gelést, sondern in Form fester Partikelchen 
auf den Aldehyd einwirkt, und da der Hauptteil der Reduktion 
natiirlich auch hier in der Kalte vor sich gehen muB, wenn 
man nicht Gefahr laufen will, daB beim Kochen am Riickflub- 
kiihler etwas Acetaldehyd wegen seines sehr niedrigen Siede- 
punktes entweicht. Trotzdem dieser Fehler den zwei oben 


Tabelle III. 


Gleichzeitige Bestimmungen von Acetaldehyd und Aceton nebeneinander 
nach der ,,Silbermethode“ ohne Verwendung von NH. 
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genannten entgegenwirkt, kann man die an sich sehr bequeme 
und praktische Methode ohne Ammoniak also leider nur fir 
orientierende Bestimmungen empfehlen. LEKinige in vorstehen- 
der Tabelle mitgeteilte in verschiedener Weise ausgefiihrte 
Bestimmungen dieser Art mégen die oben besprochenen Ver- 
hiltnisse etwas erlautern. 


Kurze Zusammenfassung. 


I. Es wird eine neue einfache und exakte Methode zur 
direkten Bestimmung von Acetaldehyd neben Aceton an- 
gegeben: Man versetzt die aldehydhaltige Fliissigkeit mit einem 
UberschuB von ammoniakalisch-alkalischer Silberlésung von 
bekanntem Gehalt, 1iBt das Reaktionsgemisch mehrere Stunden 
in der Kilte stehen, erhitzt dann fiir wenige Minuten am Riick- 
HuBkiihler und bestimmt nach Abfiltrieren von dem reduzierten 
Silber und Ubersiiuern des Filtrats das nicht verbrauchte Silber 
mit Rhodanammonium und EKisenammonalaun als Indicator. 
Die erhaltenen Werte sind auf Zehntel Milligramme genau. 

Il. Zur Bestimmung des Acetons entfernt man den Aldehyd 
durch Kochen mit Silberoxyd oder Fehlingscher Lésung am 
RiickfluBkihler, destilliert dann ab und ermittelt das Aceton 
durch Jodbindung nach Messinger-Huppert. 

If]. Es wird eine bequeme orientierende Methode zur 
gleichzeitigen Bestimmung von Aldehyd und Aceton neben- 
einander mitgeteilt: Man versetzt die zu untersuchende Lésung 
mit einer frisch bereiteten Silberoxydaufschwemmung von be- 
kanntem Gehalt, lift erst bei Zimmertemperatur stehen, kocht 
dann am RiickfluBkiihler, wobei der Aldehyd oxydiert wird, 
und destilliert das Aceton schlieBlich ab. Das Aceton wird 
dann in dem Destillat nach Messinger-Huppert bestimmt, 
wihrend der Riickstand weiterverarbeitet wird, indem nach 
Lésung des Silberoxyds in Ammoniak und Abfiltrieren vom 
reduziertem Silber in dem Filtrat das unverbrauchte Silber 
(nach Ubersiiuerung) titrimetrisch ermittelt wird. 
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Uber Bildung von Mercaptursiure im FiweiSminimum.’) 


Von . 
Joseph Kapfhammer. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. August 1921.) 


Cystein kann man mit Hilfe von Halogenbenzolen aus dem 
tierischen Zwischenstoffwechsel herausholen, wie vor mehreren 
Jahren gleichzeitig und unabhingig voneinander E. Baumann?) 
und M. Jaffé*) gefunden haben. Verfiittertes Brombenzol 
C,H,Br wird als p-Bromphenylmercaptursaure BrC,H,SCH,CH 
(NHCOCH,)COOH ausgeschieden und kann als solche unschwer 
und fast vollstindig in krystallisierter Form aus dem Harn 
dargestellt werden. Daf das in ihr steckende Cystein mit 
dem HiweiBbaustein identisch ist, hat spiter EK. Friedmann’) 
nachgewiesen. Seither nimmt man an, daB die Halogenbenzole 
in den EiweiBstoffwechsel eingreifen und sich ihren Paarling 
aus ihm herausholen. Die Reaktion wurde im hiesigen Labo- 
ratorium beniitzt, um AufschluB iiber die Cysteinmenge zu er- 
halten, die im Tierkérper freigemacht wird. Man fand nun, 





1) Sechste Mitteilung ,,Zur Kenntnis des Eiwei8minimums“. Unter 
diesem Titel sollen von jetzt ab die Arbeiten auf diesem Gebiet weiter- 
gefiihrt werden. Vgl.: 1. Mitt. Thomas, Rubners Arch. (Anat u.) 
Physiol. 1909, S. 219; 2. Mitt. Thomas, a.a.Q. 1910, 8, 249; 3. Mitt. 
Zeller, a.a.O. 1914, S, 218; 4. Mitt. Zeller u. Straczewski, a. a. O. 
1914, 8. 585; 5. Mitt. Thomas u. Straczewski, a. a. QO. 1919, S. 249. 

*) Zs. f. physiol. Chem, Bd. 5, 8. 311 (1882). 

3) Nekrolog auf Jaffé von Ellinger, Chem. Ber. Bd. 46, 8S. 839 
(1918). 

4) Hofmeisters Beitr. Bd. 3, S. 1 (1908) und Bd. 4, S. 486 (1904). 
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daB nur bei reichlicher Eiwei8zufuhr der Organismus Mer- 
captursiure bildet, daB dagegen im Stickstoffminimum 
die Bildung der Mercaptursiure ausbleibt. Das aus 
dem Nahrungseiwei8 im Darm entstehende Cystein wird als 
solches resorbiert und tritt mit Halogenbenzol unter Oxydation 
und Acetylierung zusammen. Es erhebt sich nun die Frage, 
warum die Paarung ausbleibt, wenn das Cystein dem Organ- 
eiwei8 entnommen werden muBte. Kann aus diesem kein 
Cystein freigemacht werden, weil sein schwefelhaltiger Bau- 
stein anderweitig verbraucht wird? Oder liegt der Grund in 
den Bedingungen des EiweiBminimums, also in der einseitigen 
reichlichen Fiitterung mit Kohlehydraten, die jeden weiteren 
Zerfall von OrganeiweiB iiber die Abnutzungsquote hinaus ver- 
hindern? Oder wird das Halogenbenzol auf andere Weise 
verarbeitet, indem das Oxydationsprodukt, das sonst die Paarung 
mit Cystein eingeht, gar nicht entsteht? SchlieBlich kénnte 
es aber auch allein an den Zirkulationsverhaltnissen liegen, 
daB die Paarung nicht zustande kam. Da das Brombenzol 
gefiittert wurde, also durch die Pfortader in den Kérper hinein- 
gelangte, wihrend das zur Paarung bendétigte Cystein im 
N-Minimum aus den Organen freigemacht werden muBte, wire 
es méglich gewesen, daB sich die beiden Paarlinge iiberhaupt 
nicht am Ort der Synthese getroffen hitten. In welchen 
Organen diese Synthese stattfindet, wissen wir nicht sicher; 
findet sie in der Leber statt, so kann das peripher entstehende 
Cystein nur durch den grofen Kreislauf und zwar immer nur 
in geringsten Mengen dorthin gelangen, indes vielleicht die 
Hauptmenge des Brombenzols schon in anderer Weise ver- 
arbeitet ist. Geschieht die Synthese aber in peripheren Organen 
am Ort der Cysteinbildung, dann ist Voraussetzung, daf un- 
veriindertes oder wenigstens richtig vorbereitetes Brombenzol 
auf dem Weg iiber die Leber in den groBen Kreislauf gelangt. 
Bei den friiheren Versuchen von Baumann, Jaffé, Fried- 
mann wurden KiweiB und Brombenzol zusammen verfiittert, 
beide kamen auf dem gleichen Wege in den Ko6rper hinein 
und man kann sich gut vorstellen, da8 unter diesen Be- 
dingungen die Synthese z.B. von der Leber glatt vollzogen 
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worden ist. Im N-Minimum liegen aber die Verhialtnisse anders! 
Um diesem Einwand zu begegnen, wurden von Thomas und 
Straczewski (5. Mitteilung) Hunde mit Fleisch gefiittert, 
Brombenzol aber subkutan zugefiihrt. Cystein und Halogen- 
benzol gelangten also auf verschiedenen Wegen in den Korper. 
Trotzdem fand die Synthese statt, die Paarlinge hatten sich 
also getroffen, wenn auch die Menge der entstandenen Brom- 
phenylmercapturséure nicht so reichlich war, wie bei aus- 
schlieBlich oraler Zufuhr beider Paarlinge. Da aber bei diesem 
Versuch die Verhiltnisse, wie sie beim EKiweiiminimum 
herrschen, gewissermaBen auf den Kopf gestellt waren, fehlte 
noch der Gegenversuch, bei dem Halogenbenzol oral, Cystein 
subkutan zuzufiihren war. ‘Tritt dann auch eine Paarung ein, 
so waren gleichzeitig die oben angefiihrten Kinwande, ob etwa 
bei der einseitigen Kost des N-Minimums der aromatische 
Paarling anders abgebaut wird, und deshalb keine Mercaptur- 
saure entstiinde, entkriftet. 

In der vorliegenden Mitteilung wird diese Frage behandelt, 
nur beniitzten wir statt Cystein Cystin. DaB es auch bei 
subkutaner Zufuhr verbrannt wird, hat bereits Blum!) fest- 
gestellt. Wir kontrollierten die Resorption und Verwertung 
der subkutan injizierten Aminosiure dadurch, da wir fort- 
laufend die Ausscheidung von Gesamt- und Neutralschwefel 
im Harn bestimmten. Bromphenylmercaptursiure konnte ein- 
wandfrei nachgewiesen werden; die Paarung hat also statt- 
gefunden und sogar in nicht geringem Mae, wobei man daran 
denken muB, daB ein Teil des Cystins méglicherweise einer 
Umwandlung in Cystein und damit der Méglichkeit zur Paarung 
entgeht. Damit ist sehr wahrscheinlich geworden, daB aus 
dem ,,abgeniitzten“ OrganeiweiB iiberhaupt kein Cystein entsteht. 

Auf Spekulationen iiber die Art und Weise, wie dieser 
Baustein bei seiner Ablésung aus dem Organeiwei8 vielleicht 
verarbeitet wird, wollen wir uns heute nicht einlassen. Den 
beniitzten Weg gedenken wir unter breiterem Ausbau der 
Versuchsanordnung weiter zu beschreiten. 





1) Hofmeisters Beitr. Bd. 5, S. 1 (1904). 
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Versuchsteil. 


Ein Hund von 29 kg erhielt einige Tage Kartoffeln, dann 
nur verkleisterte reine Kartoffelstarke und ausgelassenes Fett. 
Der Harn wurde im Kafig gesammelt, nicht durch Katheter 
entnommen. Nach 8 Tagen war simtliches_ ,,VorratseiweiB“ 
entfernt. Darauf bekam das Tier Brombenzol in Gelatine- 
kapseln; da es aber nach wenigen Tagen zu erbrechen begann 
und jede Nahrung verweigerte, lieben wir Geloduratkapseln 
anfertigen, wofiir wir der Kinhornapotheke zu Dank verpflichtet 
sind. Seither machte es keine Schwierigkeiten, dem arg- 
wohnischen Tier das ziemlich stark riechende Halogenbenzol 
beizubringen. Der wahrend dieser Vorperiode gesammelte 
Harn wurde auf Mercaptursiure verarbeitet, obwohl nach 
unseren verschiedenen N-Minimumversuchen gleicher Art keine 
zu erwarten war. Damit auch Spuren der Mercaptursiure 
nicht entgehen sollten, wurde der Harn zuerst bei essigsaurer 
Reaktion mit der eben geniigenden Menge von neutralem Blei- 
acetat ausgefallt, dann mit basischem Bleiacetat und Ammoniak 
etwa vorhandene Mercaptursiiure niedergeschlagen; wie wir 
uns iiberzeugt haben, geht die dem Harn zugesetzte Mercaptur- 
siure in diese Fallung. Der basische Bleiniederschlag wurde 
in verdiinnter Essigsiure gelést, mit Schwefelsiure zerlegt und 
das Gemisch — ohne es zu filtrieren, da etwa vorhandene 
schwer lésliche Mercaptursaure im Niederschlag stecken konnte — 
durch Zugabe von Soda alkalisch gemacht, auf der Maschine 
geschiittelt und hierauf filtriert. Die im Vakuum eingeengte 
Lésung laBt nach Zugabe von iiberschiissiger Salzsiure einen 
pulverigen weiBen Niederschlag fallen, der nach einigen Tagen 
abgesaugt und mit Alkohol ausgekocht wird. In den Alkohol- 
auszug muBte die Mercapturséiure iibergegangen sein, wenn 
sie vorhanden gewesen wire; er hinterlieB aber nur Spuren 
eines Sirups, der auch nach Impfen nicht krystallisierte und 
nicht die Spur einer Thiophenolreaktion gab. Mercaptursaure 
war also nicht vorhanden, obgleich 12 g Brombenzol in 8 Tagen 
gefiittert worden waren und im Harn einschlieBlich der beiden 
folgenden Tage ca. 1,8 g Neutralschwefel ausgeschieden worden 
waren. 
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306 Joseph Kapfhammer, 
In der Tagesmenge | 
= Harn 
a) — 
& . i Futter =m ye 
c D . = 
© N/; 3/38 
O ® 
— Z _ 
1 | 29.5 1000 g Kartoffel -- -~ — 
2 Kartoffel, Starke, Fett — — — 
3 300 g Starke, 60g Fett | — _ aa 
4 300g , 60g ,, | 3,06] 0,3656| 0,250 
5 129,00] 400¢ ., 100g ,, | 4,06/0,432 | 0,126 
6 400g ,, 100g ,, | 2,20/0,1912) 0,071 
7 400g ,, 100g ,, | 1,46/0,1776 | 0,087 
8 400 g » sek ws 
+50 g Zucker 2,39 | 0,180 | 0,105 
Mittelwerte der Vorperiode | 2,63/0,2693/0,128] 
9 400 g Stirke, 100 g Fett 
+50 g Zucker 3,84 | 0,1728 0,075] 2,0 g Brombenzol 
10 Wasser, abends Fett 2,46 | 0,2280 | 0,132] 1,0¢ * 
11 Wasser, nur abends etwas 
gefressen 2,33 | 0,1664 | 0,114 — 
12 200 g Stirke, 50g Fett | — — — | gut gefressen 
13 200g 4 50g 4, | 12,92! 03872) 0,255] 1,0g Br-benzol in Gelodurst 
14 200g , 350g ,, 1,57 | 0,1096 | 0,066] 2,0g “ b 
15 200¢ , 50g , | 8,05/0,3992/0,216] 20¢ ,, ‘ 
161 2651200¢g ,, 50g ,, | 7,87/0,5088|0,295| 20g __,, a 
17 20¢ , 50g ,, | 4,1410,8288/0,199] 20g __,, ‘ 
18 nl on 5,04 | 0,8440 | 0,258] kein 2 2 
19 a — 5,32 | 0,2744 | 0,193] Wasser, nichts gefressen 
Mittelwerte der 1. Periode | 4,868! 0,2654 | 0,164 risa 
20 x ed ey ee be 
21 4,87 | 0,2464 | 0,159] 1,0g Br-benzol + 4,8 Cystiv 
22 7,06 | 1,2792 | 0,672] 2,0¢ “a +48 ,, 
23 — — — 2,0¢ 9 +9,6 =, 
24 7,17 | 2,4472|0,909] 2,0¢ , +96 , 
Mittelwerte dcr 2. Periode 3,82 | 0,7946 | 0,348 
25 5,04 | 0,8184 |0,325| Hund matt 
26 | 24,0 6,89 | 1,1320 |0,435] siuft viel, Infektion der 
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In den folgenden 4 Tagen wurden 7 g Brombenzol ge- 
fittert und 29 g Cystin, in Soda gelést, subkutan gegeben. 
Die Gesamtschwefelausscheidung stieg michtig an; einen groBen 
Teil der Zunahme bestritt der oxydtierte Schwefel, aber auch 
die Neutralschwefelausscheidung nahm auf etwa das vierfache 
zu. Dementsprechend konnte aus dem Harn leicht Mercaptur- 
siure zur Darstellung gebracht werden. Aus den Harnmengen 
vom 20.—24. Versuchstag wurde, wie oben angegeben, eine 
basische Bleifallung und daraus ein Alkoholauszug bereitet, 
der mit Tierkohle gereinigt wurde und nach dem Einengen 
auf Zusatz von Wasser sofort krystallisierte. Rohprodukt 
2,86 g vom Schmelzp. 139—145° Nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus Essigester zeigte die Mercaptursiure den 
richtigen Schmelzp. 152°, bestand die Mischprobe und war 
analysenrein. Die S-bestimmung geschah nach der in der 4. Mit- 
teilung angegebene kombinierten Methode mit rauchender 
Salpetersiure und Kupfernitrat. 

Analyse: 1. 0,0789 g Substanz gaben 0,0575 g BaSQ,. 

2. 0,1234 g a » 09,0899 g BaSQ,. 

Fir C,,H,.O,BrNS Mol.-Gew. 318,1 ber. 10,08°/, S 


4: 2, 
gef. 10,01 10,01 %, S. 


Ausbeute 1,84 g. Bei Fiitterung mit reichlichen Fleisch- 
mengen und Brombenzol rechnet man auf 100 g verfiittertes 
Brombenzol 20—30 g Mercaptursiure. Da wir hier auf 7 g 
Brombenzol 2,9 g eines Rohproduktes erhielten, das nach Aus- 
weis des Schmelzpunktes bereits ziemlich rein gewesen ist, so 
hat die Synthese hier in gréBerem Umfange stattgefunden als 
bei gewohnlichen Fiitterungsversuchen. Der Harn der beiden 
folgenden Tage enthielt nur noch einige Milligramme Mer- 


captursaure. 
Uber Einzelheiten gibt die Tabelle AufschluB. 


Zusammenfassung. 
Auch im Eiwei8minimum entsteht aus gefiittertem Brom- 
benzol die Mercaptursaéure, wenn gleichzeitig Cystin subkutan 
beigebracht wird. 














Bemerkungen zu der Arbeit von J. Meisenheimer: 
Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe.“ 


Von 


Martin Schenck. 





(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1921,) 


In der genannten, in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit (I. Mitt. 
Bd. 104, S. 229 [1919]; II. Mitt. Bd. 114, §. 205 [1921]) ist J. Meisen- 
heimer zu Resultaten gelangt, die zum Teil von den von mir friither 
bei der Untersuchung der Autolysate von obergiiriger Hefe, Brennerei- 
hefe und Kahmhefe erhobenen Befunden (Wochenschr. f. Brauerei 1205. 
Nr. 16) abweichen. Da ich jetzt aus diuBeren Griinden nicht in der Lage 
bin, meine vor ca. 17 Jahren ausgefiihrten Versuche zu kontrollieren 
bzw. zu wiederholen, bemerke ich zu der Arbeit Meisenheimers, 
soweit sie auf meine Untersuchungen Bezug nimmt, kurz folgendes. 

Tryptophan. S. 266 der I. Mitt. (a. a. O.) schreibt Meisen- 
heimer: ,,Nach M. Schenck enthalt Kahmhefe kein Tryptophan. Wir 
haben diese Angabe nach der Methode von Fasal nachgepriift und 
kénnen sie nicht bestitigen. Eine vom Institut fiir Girungsgewerbe in 
' Berlin zur Verfiigung gestellte Reinkultur von Kahmhefe gab mit 
Glyoxylsiurelésung und Schwefelsiure deutliche Violettfirbung, doch 
war die Intensitét der Firbung nur etwa ein Drittel so stark wie bei 
Ober- und Unterhefe“. Die Behauptung, da’ Kahmhefe kein Trypto- 
phan enthalt, habe ich nicht aufgestellt, ich habe lediglich hervor- 
gehoben, daB das Autolysat von reiner Kahmhefe bei meinem Ver- 
such keine Tryptophanreaktion lieferte, wihrend die Verdauungsfliissig- 
keit einer Kahmhefe, die nicht absolut frei war von Kulturhefe und 
Bakterien, schwache Tryptophanreaktion gab. Die Probe auf Trypto- 
phan wurde, was in meiner Arbeit nicht besonders erwiihnt ist, mit 
Bromwasser angestellt, weil diese Reaktion bekanntlich fiir freies 
Tryptophan entscheidend ist, wihrend die Glyoxylsiiure-Schwefelsiiure- 
reaktion auch Tryptophan anzeigt, das im EiweiSmolekiil verankert ist. 
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Die beiden Befunde der meinige und der von Meisenheimer, wider- 
sprechen sich daher keineswegs, sie sind iiberhaupt nicht miteinander 
vergleichbar. 

Alloxurbasen. Von den Purinbasen habe ich bei meinen Ver- 
suchen im wesentlichen nur das Adenin isoliert, wiihrend Guanin an 
der Stelle, wo es nach dem analytischen Gang hitte aufgefunden werden 
miissen, nicht nachgewiesen werden konnte. Meisenheimer fand bei 
seinen Versuchen, die teils mit untergiiriger, teils mit obergiriger 
Brauerei- bzw. Brennereihefe angestellt wurden, von Purinbasen in der 
Hauptsache neben Adenin auch Guanin. In der Fufmnote 1) zu dem 
Abschnitt ,,Fraktion der Alloxurbasen‘ meiner Arbeit habe ich bemerkt, 
daB ein Teil des Purinbasensilberniederschlags in Ammoniak léslich war 
und durch Salpetersiiure aus dieser Lésung wieder ausgefallt werden 
konnte. Die Untersuchung dieses Teiles, die urspriinglich beabsichtigt 
war, unterblieb infolge meiner Ubersiedelung an ein anderes Institut. 
J. Meisenheimer hat die gleiche Beobachtung gemacht und in einem 
Falle diese Fraktion untersucht. Er fand darin Adenin und ist der 
Ansicht, daB die gesamte Fraktion als ein Gemisch von Adenin und 
(xuanin zu betrachten sein diirfte. Ich halte es fiir méglich, daB auch 
in meinen Versuchen diese Fraktionen guaninhaltig waren. 

Hexonbasen. Was die Diaminosiuren Histidin, Arginin, Lysin 
anbetrifft, so fand Meisenheimer bei seinen Versuchen alle drei 
Hexonbasen. §. 228 der II. Mitt. (a. a. 0.) sagt er: ,.M. Schenck unter- 
suchte usw., fand aber nur eine der Diaminosiiuren, das Lysin in allen 
untersuchten Hefen, Histidin in keiner und Arginin auch nur in einer, 
in der obergirigen Brauereihefe“. Die Angabe in dieser Form kann zu 
einem MiBverstiindnis AnlaB geben. Wie niimlich aus den FuS8noten 
zu dem Abschnitt ,,Histidinfraktion’‘ bzw. zu der am SchluB meiner 
Arbeit aufgestellten Tabelle hervorgeht, ging die ,,Histidinfraktion im 
engeren Sinne“ bei meinem Versuch mit obergiriger Hefe verloren, 
meine Arbeit enthalt daher iiber den Histidingehalt des Autolysates der 
obergirigen Hefe keine Aussage, weder im positiven noch im negativen 
Sinne. Bei der Brennereihefe und Kahmbhefe wurde allerdings das 
Histidin vermibt, auch qualitative Proben mit Pikrolonsiure fielen 
hier negativ aus. — Beziiglich des Arginins sei hervorgehoben, dab 
ich diese Hexonbase bei der obergiirigen Hefe miihelos isolieren konnte, 
Brennereihefe und Kahmhefe, die in gleicher Weise behandelt wurden, 
gaben aber kein Arginin. Wiire in diesen beiden Fallen Arginin in 
irgendwie nennenswerter Menge vorhanden gewesen, so hitte ich es 
jedenfalls ebenso leicht wie bei der obergiirigen Hefe nachweisen kénnen. 
Nun fand ich bei der Brennereihefe und der Kahmhefe Tetramethylen- 
diamin, das in einwandfreier Weise zum Nachweis gebracht wurde: 
hei der Brennereihefe in der ,,Cholinfraktion“ durch vollstindige Analyse 
des Platindoppelsalzes, bei der Kahmhefe an der gleichen Stelle durch 
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Pt-Bestimmung des Platinates. Auch in der ,,Lysinfraktion im engeren 
Sinne“ des Autolysates der Brennereihefe war sehr wahrscheinlich Tetra- 
methylendiamin vorhanden. Meisenheimer (II. Mitt. S. 242 Anm., 
a.a.Q.) glaubt, da8 das von mir an dieser Stelle isolierte Priiparat 
kaliumhaltig gewesen sei. Ich gebe diese Méglichkeit ohne weiteres 
zu, zumal da der Pt-Gehalt des Platinates wenig mit der Theorie iiber- 
einstimmte, bemerke aber, daB ich auch das — jedenfalls kaliumfreie — 
Goldsalz der Substanz dargestellt habe und gerade auf Grund der in 
meiner Arbeit angegebenen, gut stimmenden Goldbestimmung den Kérper 
als 'Tetramethylendiamin angesprochen habe. Auch in einem Autolyse- 
versuch mit untergiriger Hefe fand ich Tetramethylendiamin, wiihrend 
es in dem von Kutscher und Lohmann publizierten Versuch fehlte. 
Ob es auch in meinem Versuch mit obergiriger Hefe vorhanden war, 
ist zweifelhaft: die ,,Cholinfraktion“ wurde, wie im Text erwihnt, infolge 
einer Verwechselung, durch Salpetersiiure zerstért und konnte nicht 
weiter untersucht werden, in der ,,Lysinfraktion im engeren Sinne“ 
fand es sich hier nicht. Versehentlich ist Tetramethylendiamin in der 
am SchluB meiner Arbeit gegebenen Tabelle unter den Autolyseprodukten 
der obergiirigen Hefe aufgefiihrt worden. Meisenheimer konnte in 
seinen Versuchen ‘Tetramethylendiamin nicht nachweisen, wenigstens 
finden sich in seiner Arbeit keine Angaben dariiber vor. — Die Tat- 
sache, da8 in meinen Versuchen mit Brennereihefe und Kahmhefe das 
Arginin vermi8t wurde, wihrend Tetramethylendiamin nachgewiesen 
werden konnte, habe ich bereits im Text meiner Arbeit vermutungs- 
weise dahin gedeutet, daB die Tetramethylenbase als Aquivalent des 
Arginins aufgetreten sein kénnte. Durch die Arbeiten von D. Acker- 
imann (diese Zs. Bd. 60, 8. 498 [1909]), der friihere Versuche von 
Ellinger iber die Fiulnis des Ornithins bestitigen konnte, wissen wir, 
daB das Arginin die Muttersubstanz der Faulnisbase Tetramethylen- 
diamin ist. Fiulnis war nun freilich bei meinen Versuchen aus- 
geschlossen, es diirfte aber das Tetramethylendiamin durch verwandte 
fermentative Prozesse unter den besonderen, nicht niiher aufgeklirten 
Bedingungen meiner Versuche aus Arginin entstanden sein. DaB das 
Tetramethylendiamin priformiert in den Substanzen der Hefe vorkommt, 
dafiir fehlt zurzeit jeder Anhaltspunkt. 


Marburg (Lahn), 14. August 1921. 








Fiir die hdufiger zitierten Zeitschriften werden folgende Abkiir- 
zungen empfohlen: 












































i Liebig, Ann. der Chem. ==(Liebigs) Annalen der Chemie. 

él Pfligers Arch. == Archiv fiir die gesamte Physiologie. 
os Arch. (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Physiologie (Archiv fir Ana- 
rat tomie und Physiclogie, Physiologische 
res Abteilung). 
er- Arch. fiir exper. Pathol. == Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
di Pharmakologie. 

in Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
om sellschaft. 
mi Biochem. Zbl. = Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 
na Biochem. Jl. = The Biochemical Journal. 
te. Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 
ar, Bull. Soc. chim, France. == Bulletin de la Société chimique de France. 
ge Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 
ht C. R. == Comptes rendus de |’Académie des 
et Sciences. 
™ Jl. of Biol. Chem. == The journal of biological chemistry. 
* J. of Physiol. == The journal of Physiology. 

a Jl. fir prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstation. == Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

a Mon.-H. fiir Chemie. == Monatsheft fiir Chemie. 
ut- Zs. physikal. Chem. — Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 
as Quarterly Jl. Experim. Physiol. == Quarterly Journal of experimental phy- 
en siology. 
8 Skand, Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
a Zs. Biol. = Zeitschrift fiir Biologie. 
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